











Die Lichtextinktionen der Algen-Chromoproteide 
(Bemerkungen zu der Arbeit von The Svedberg und T. Katsurai). 


Von 


Rudolf Lemberg. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1930.) 


In der Arbeit: ,,Die Molekulargewichte des Phycoerythrins und 
Phycocyans von Porphyra tenera und des Phycocyans von Aphani- 
zomenon Flos Aquae‘‘! berichten The Svedberg und 7’. Katsurai auch 
iiber quantitative Messungen der Extinktionen der Pigmente im sicht- 
baren Licht. Die Ergebnisse veranlassen mich zu einigen Bemerkungen, 
zumal meine eingehenden Untersuchungen? iiber den gleichen Gegen- 
stand im Gegensatz zu den anderen einschlagigen Arbeiten nicht erwahnt 
werden. Die Verfasser kommen ebenfalls zu der Ansicht, daB die unter- 
suchten Rotalgen ein und dasselbe Phycoerythrin enthalten. Wahrend 
aber meine Werte fiir die spezifischen Extinktionen der Phycoerythrine 
aus Ceramium und Nori das einwandfrei beweisen, weichen die von 
den Verfassern gefundenen voneinander und von den meinen, ebenso 
aber auch von den von Svedberg und Lewis* beobachteten erheblich 
ab; die Abweichungen (¢° = 8,6 und 7,5; = = 4,7 und 5,4 und 6,6!) 
liegen weit auBerhalb der Fehlergrenze. Ebensowenig wie die quanti- 
tativen Extinktionen stimmen die Extinktionsverhaltnisse miteinander 
tiberein [e565 /€49, = 1,17 (mit Lewis), 1,4 (mit Katsurai) fiir Ceramium- 
Phycoerythrin, 1,8 fiir Nori-Phycoerythrin}. Aus diesen Ergebnissen 
diirfte eine Gleichheit der beiden Pigmente kaum gefolgert werden. 
Die Werte von Svedberg und Lewis stimmen mit den meinigen relativ 
am besten iiberein. Der Befund des Hauptmaximums fiir Phycoerythrin 
bei 555 my ist unrichtig, es liegt bei 565 mu, wie von fast allen Forschern 
iibereinstimmend festgestellt wurde. 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 51, 3573, 1929. 
2 Liebigs Ann. 461, 46, 1928, insbesondere 8S. 66—7]. 
§ Journ. Amer. Chem. Soc. 50, 525, 1928. 
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Die Hauptmaxima der Phycocyane aus Ceramium und Nori werden 
von den Verfassern zu 621 und 610 my gefunden; auch das lieBe nicht 
auf eine Identitat der beiden Pigmente schlieBen. In Wahrheit liegt 
das Maximum in der Mitte bei etwa 615 my, wie aus meinen Messungen 
am Ceramium-Phycocyan, sowie denen Z. Kitasatos! am blauvioletten 
Phycocyan aus Nori hervorgeht. Einer Aufklarung bediirfen weiterhin 
die viel zu geringen spezifischen Extinktionen fiir die Phycocyane. 
Svedberg und Katsurai finden statt 6,35 fir ,,blauviolettes‘ Phycocyan 
bei 615 my 4,0 bis 4,4, statt 9,74 fiir blaugriines Phycocyan bei derselben 
Wellenlange 8,0. 

Obwohl ich aus mehreren Proben verschiedener Asakusa-Nori- 
sorten bisher stets nur das ,,blaugriine“ Phycocyan isolierte?, dasselbe, 
das Svedberg und Katsurai aus Aphanizomenon gewinnen, zweifle ich 
nun nicht mehr daran, daB es auch Norisorten gibt, die Ceramium- 
Phycocyan enthalten. Es wird die nahere Untersuchung ergeben 
miissen, ob etwa Nori kein botanisch sicher definiertes Material darstellt 
und aus verschiedenen Rotalgen gewonnen wird, oder ob je nach den 
Standortbedingungen dieselbe Alge die verschiedenen, sicher nahe 
verwandten Pigmente ausbildet. Zu denken ware insbesondere an 
Verschiedenheit im Salzgehalt des Wassers, da auch die SiiSwasser- 
Rhodophycee Batrachospermum ,,Cyanophyceen“-Phycocyan fiihrt* 
und Nori in brackigen Meerbusen kultiviert wird. Ich stimme Svedbergs 
Nomenklaturvorschlagen — Rhodophyceen-Phycoerythrin (R-Phycoery- 
thrin); Schizophyceen-Phycoerythrin* : Cyanophyceen-(C)-Phycoery- 
thrin; Ceramium-Phycocyan : R-Phycocyan; blaugriines Phycocyan 
: C-Phycocyan — als zurzeit einfachsten und im groBen ganzen zu- 
treffenden zu. Es ist jedoch nétig zu betonen, daB C-Phycocyan auch 
bei Rhodophyceen und Bangiaceen (s. oben), R-Phycoerythrin auch 
bei Cyanophyceen® beobachtet wurde, daB daneben noch mindestens 
ein anderes Phycocyan, das ,,blaue“ Kylins existiert, und daB Zahl 
und Verbreitung der Pigmente noch nicht endgiiltig feststehen. 

Nach den Messungen von Svedberg und Tiselius liegt der isoelek- 
trische Punkt des Phycoerythrins bei py 4,3. Durch eine scharfere 
Bestimmung des Fallungsoptimums in Natriumacetat-Essigsaurepuffer 
bei gleichbleibender Acetatkonzentration (1/10) und spektralphoto- 
metrische Messung des Pigmentgehalts der von dem Niederschlag 
abzentrifugierten Lésung konnte von mir der damals zwischen py 4,0 
bis 4,4 festgelegte Bereich des Fallungsoptimums scharf zu 4,25 bis 4,34 


1 Acta phytochimica 2, 75, 1925. 

2 Liebigs Ann. 477, 195, 1930. 

3’ H. Kylin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 396, 1912. 
4 K. Boresch, diese Zeitschr. 119, 184, 1921. 

5 Zitate siehe Liebigs Ann. 461, 53, 1928. 
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bestimmt werden. Phycoerythrin scheidet sich (zum Teil in Kristallen) 
am isoelektrischen Punkt auch in salzhaltiger Lésung bei gewéhnlicher 
Temperatur aus. Fallungsoptimum und isoelektrischer Punkt stimmen 
also ausgezeichnet tiberein. 





Pu (elektr.) 4,12 4,25 4,34 4,47 
Fallung .... gering stark stark gering 
Lésung (°/o) . . 0,0073 0,0062 0,0063 0,0075 


SchlieBlich sei bemerkt, daB Svedbergs Wert fiir das kleinste be- 
obachtete Micellargewicht (34500) befriedigend mit dem aus dem Gehalt 
des C-Phycocyans (aus Nori) an Pyrrolfarbstoff C,,H,,O,N, zu be- 
rechnenden Mindestmolekulargewicht iibereinstimmt; dieses laBt sich 
auf etwa 30000 oder etwas dariiber schitzen. Auch die gleiche Molekular- 
gréBe von R-Phycoerythrin und C-Phycocyan lieB sich auf chemisch- 
spektrophotometrischem Wege wahrscheinlich machen. 











Untersuchung der stickstoffhaltigen Verbindungen 
des Tabakrauches. 


Von 
A. W. Koperina. 


(Aus dem wissenschaftlichen und Betriebslaboratorium des ,,Mosselprom“, 
Moskau.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Allgemeiner Teil. 


Die chemische Zusammensetzung des Tabakrauches beanspruchte 
schon laingst die Aufmerksamkeit vieler Forscher. Bereits im Jahre 1826 
suchte Unverdorben' die Bestandteile des Tabakrauches festzustellen. 
Allein erst viele Jahre spater gelang es Kissling? und nach ihm Thoms?, 
die Produkte, die beim Rauchen gebildet werden, zu identifizieren und 
ihre quantitative Bestimmung durchzufiihren*. Sie konstruierten zu diesem 
Zwecke einen Apparat, in dem der RauchprozeB wiedergegeben und alle 
dabei gebildeten Produkte aufgefangen wurden. 

Schon im Anfang des 20. Jahrhunderts waren mit Hilfe dieser Ein- 
richtung alle wichtigsten Bestandteile des Rauches festgestellt *, und die 
weiteren Untersuchungen auf diesem Gebiet beschaftigten sich mit der 
quantitativen Bestimmung der verschiedenen Bestandteile des Rauches 
sowie ihrer Einwirkung auf den menschlichen Organismus. 

Es sind bis jetzt folgende stickstoffhaltige Bestandteile des Rauches 
bekannt: Nicotin, Pyridinbasen, Ammoniak, HCN, Methylamin und Spuren 
von Pyrrol*. Folgende Uberlegung veranlaBte uns, nach anderen Stick- 
stoffverbindungen im Tabakrauch zu suchen; waéhrend unserer Unter- 
suchung tiber die Formen des Stickstoffs im fermentierten Tabak kamen 
wir zk der Uberzeugung, da im Tabak eine betrachtliche Menge von 
Nucleinséiure oder Purinbasen enthalten sein mu85 Unsere Arbeit stiitzt 


1 Kissling, Handbuch der Tabakkunde. 5. Aufl., S. 426. 

2 Ber. d. Deutsch. Pharm. Ges. 10, 19, 1900; Chem.-Ztg. 23, 582, 1899. 

3’ J. Kénig, Untersuchung der Nahrungs- und GenuBSmittel. Bd. III, 
S. 320. 

4 H. Thoms, Chem.-Ztg. 28, 1, 1904; Lehmann und Mitarbeiter, 
Chem. Centralbl. 1909, I A, 1104. 

5 N.Gawrilow und A. W. Koperina, diese Zeitschr. 214, 134, 1929. 
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sich erstens auf die Annahme, dai Purinbasen bei hohen Temperaturen 
ohne Zersetzung fliichtig sind’, und zweitens auf den interessanten Befund 
von Fr. Netolitzky*, daB beim Rauchen von griinen Teeblaéttern das in 
ihnen enthaltene Alkaloid (ein Glied der Puringruppe Koffein) ohne Zer- 
setzung in den Rauch iibergeht und daraus isoliert werden kann. 


Da wir die Anwesenheit von Purinbasen im Tabak als bewiesen an- 
nehmen, so beschlossen wir, auch den Tabakrauch auf ihr Vorhandensein 
zu untersuchen. 


Beim Vergleich der Menge des Gesamtstickstoffs im Rauche mit der 
Stickstoffmenge der im Rauch enthaltenen Verbindungen, wie Nicotin, 
Ammoniak u.a. fanden wir, daB nur 50 bis 60° des Gesamtstickstoffs in 
diesen Verbindungen enthalten sein kann und da der iibrige Teil aus un- 
bekannten Verbindungen stammen muJ. 


Auf Grund des positiven Ausfalls einer Farbreaktion und des Ver- 
haltens dieser unbekannten Stoffe bei der Autoklavenhydrolyse darf man 
annehmen, dai diese hauptséchlich aus Purinbasen oder ihnen verwandten 
Stoffen bestehen. Jedoch zeigten weitere Versuche, in denen die stickstoff- 
haltigen Verbindungen des Tabakrauches bei verschiedenen Bedingungen 
hydrolysiert wurden, daB der ganze unbekannte Teil des Gesamtstickstoffs 
nicht aus einer Verbindung, sondern wenigstens aus zwei (oder noch mehr) 
stickstoffhaltigen unbekannten Verbindungen herstammen mui. Es ist 
uns bis jetzt nicht gelungen, diese Verbindungen zu isolieren. 


Methodik. 


Fiir unsere Versuche benutzten wir die vor kurzem erschienene Methodik 
von B. Pfyl und O. Schmidt*® zur quantitativen Bestimmung von Nicotin 
im Tabakrauch. 


Das von uns etwas vereinfachte Verfahren wird folgendermaben 
ausgefiihrt: Ein Scheidetrichter von 400 bis 500 ccm Fassungsvermégen, 
der 50 ccm n/10 Schwefelséure und 30cem Chloroform enthalt, wird 
mit einer mit 50ccm n/10 Schwefelséure beschickten Waschflasche ver- 
bunden und mit Hilfe eines Aspirators werden 30 bis 40 Stiick Zigaretten 
ausgeraucht. Die entstehenden Produkte werden in den beiden Absorptions- 
gefaBen aufgefangen. Zwecks besserer Absorption wurde der Rauch durch 
Glasfilter geleitet (wir gebrauchten Glasfilter von Schott aus Jenaer Glas 
Nr. 33 g — 1), die, um eine Verstopfung durch feste Bestandteile des Rauches 
zu vermeiden, in Chloroform eingetaucht waren. Nach Beendigung des 
Rauchprozesses wurden alle Réhrer erst mit Chloroform, dann mit Wasser 
durchgespiilt und die Waschfliissigkeit in den Scheidetrichter gegosven 
und durchgeschiittelt. Nach dem Absetzen wurde die Chloroformschicht 
vorsichtig durch den Hahn abgelassen und die vereinigten Absorptions- 
fliissigkeiten aus beiden GefiBen auf stickstoffhaltige |Verbindungen 
untersucht. 


' Biochem. Handlexikon 4, 1022. 

2 J. Konig, Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel, Bd. III, 
325; Chem. Centralbl. 1904, I, 205. 

8 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 54, 71, 1927. 
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Es ist bequemer, statt der einfachen Waschflaschen, wie bei P/yl 
und Schmidt, einen Scheidetrichter als Absorptionsgefa zu gebrauchen, 
denn dadurch wird eine iiberfliissige Manipulation beim UbergieBen des 
Chloroforms vermieden. Eine Reihe von Versuchen iiberzeugte uns, dai 
der Rauch bei dieser Arbeitsweise vollstandig in dem ersten Absorptions- 
gefaB zuriickgehalten wurde; im zweiten Gefai waren nur Spuren vor- 
handen, die man ruhig vernachlassigen kénnte; allein um ganz sicher zu 
sein, gebrauchten wir stets zwei AbsorptionsgefaéBe und analysierten ihren 
Inhalt zusammen. Auerdem fiihrten wir gewohnlich zwei parallele Ver- 
suche auf zwei Rauchapparaten aus und berechneten daraus die Mittelwerte. 


> 
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Abb. 1. Rauchapparat. 


Wenn grébere Mengen von mit Rauch gesa&ttigter Fliissigkeit ohne 
groBen Zeitaufwand (z.B. zur Bestimmung von unbekannten Stoffen) 
nétig waren, wurde der Apparat auf zweierlei Weise abgeaéndert. Erstens 
wurde versucht, die Réhre mit der brennenden Zigarette durch einen 
mit Tabak gefiillten Porzellan- oder Metalltrichter zu ersetzen (Abb. 2); 

















Mg S04 
Chloroform 
h 
Abb. 2. Abb. 3. 
zweitens wurde eine Verzweigung fiir sechs gleichzeitig brennende Zigaretten 


eingerichtet. Dabei wurden die schneller abbrennenden Zigaretten sofort 
abgeklemmt, um das Hereinstrémen von iiberfliissiger Luft, die das 
Brennen der anderen Zigaretten beeinflussen kénnte, zu verhiiten (Abb. 3). 


Zum Durchsaugen der Luft wurde bei diesen Einrichtungen anstatt 
eines Aspirators eine Wasserstrahlpumpe gebraucht. 
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Nur die zweite Abanderung des Apparates erwies sich nach den in 
Tabelle V angefiihrten Werten als anwendbar, wenn gréiere Mengen Tabak 
verraucht werden mubten. 

Im ersten Apparat verbrennt der Tabak rasch und beansprucht 
wenig Aufmerksamkeit, aber es entstehen dabei ganz andere Produkte 
als beim gewéhnlichen Rauchen (s. Versuch 4). 

Die Analyse der absorbierten Produkte wurde in ihrer einfachsten 
Weise folgendermaBen ausgefiihrt: Die Fliissigkeit aus den Absorptions- 
gefaBen wurde nach dem Verbrennen einer bekannten Tabakmenge auf 
ein bestimmtes Volumen gebracht; in einem Teil wurde der Stickstoff 
nach Kjeldahl, in einem anderen Ammoniak (nach Longi: Abdestillieren 
von Ammoniak unter vermindertem Druck aus der mit MgO alkalisch 
gemachten Fliissigkeit) und Nicotin durch Fallen mit Pikrinséure bestimmt. 

Pfyl und Schmidt gebrauchten bei ihren Nicotinbestimmungen im 
Tabakrauch ebenfalls Pikrinséure; sie betonen, daB bei der angewandten 
Verbrennungsmethode Nicotin quantitativ gefallt wird und daB dabei 
keine anderen im Rauch enthaltenen Verbindungen, wie Ammoniak, 
Pyridinbasen usw., die durch n/10 Schwefelséure aufgenommen werden, 
mitgefallt werden oder die Fallung von Nicotin stéren. Dieser Befund 
war von den Autoren durch Fallen von Nicotin aus einer kiinstlichen 
Mischung gepriift worden. Unsere Versuche zeigten desgleichen, dab 
Ammoniak und Pyridinbasen die Fallung keineswegs stéren. Allein die 
Annahme, daB iiberhaupt keine stickstoffhaltigen Verbindungen des Tabak- 
rauches bei der quantitativen Bestimmung von Nicotin stéren kénnen 
oder selbst mitgefallt werden, erwies sich als unrichtig, wie folgender 
Versuch zeigt: 

Es wurden im Rauchapparat (Abb. 1) 60 Stitck Zigaretten der 
Sorte ,,Dukat‘* verbrannt (die Mischung war vorher analysiert) und die 
Flissigkeit mit dem absorbierten Dampf auf 400ccm  aufgefiillt. 
100 cem (zwei Proben zu 50 ccm) wurden zur Bestimmung des Gesamt- 
stickstoffs nach Kjeldahl verbraucht, in 200 cem wurde das Ammoniak 
nach Longi und der Nicotingehalt durch Pikrinsaiure bestimmt. Das 
Dipikrat wurde titriert und der von Pfyl fiir den Nicotingehalt als end- 
giiltig angenommene Wert erhalten. Darauf fiithrten wir das Dipikrat 
mitsamt allen Waschwassern nach der Fallung in einen Rundkolben 
iiber, neutralisierten gegen \Phenolphthalein mit schwacher Alkali- 
lésung, fiigten MgO und Kochsalz hinzu und trieben das Nicotin 
mit Wasserdampf ab. In der iibergegangenen Fliissigkeit wurde das 
Nicotin wieder mit Pikrinséure gefaillt und bestimmt. Es wurden 
folgende Werte erhalten. 


Tabelle I. 





Gesamt-N A™moniak-  Nicotin-N im Rauch  Differenz 


Be- Gesamt-N | im Rauch thet in ° 4 vn Gesamt-N rag —_—— 
zeichnung im Rauch | in °/,) vom in %5 on des hauches it! N in 0 " 
Ss »Sy -N - ll, -4i | a eee . / 
des — g pro Gesamt-N Gesemt-¥ ‘on anil nach der yom 
Tabaks 100 ecm des aos Semet. | G@enedtl 
| Tabaks * AER Pi TO a EG am} " . 


Rauches | derDampfdestillation  destillat. 


.Dukat“ 0.91187 10,62 6 494 | 46,1 —33 | 446 
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In dieser Tabelle fallt besonders die Differenz im Nicotingehalt 
vor und nach der Wasserdampfdesti'lation auf. Andere Tabaksorten 
gaben noch gréBere Differenzen, und es scheint, als ob diese Erscheinung 
mit der Qualitét des Tabaks zusammenhangt. In der Tabelle II ist 
der Nicotingehalt vor und nach der Dampfdestillation in Prozenten 
vom Nicotin des verbrannten Tabaks angegeben, denn der Gesamtstick- 
stoff und Ammoniak wurden in der Absorptionsfliissigkeit nicht be- 
stimmt. 


Tabelle II. 





Nicotin im Rauch in °/9 vom Differenz im 
| Nicotin im verbrannten Tabak Nicotingehalt 
| Versuch . - -~ — | in J 9 vor und 
| vor nace nach der Dampf- 





Bezeichnung des Tabaks 





destillation 


Nr. der Destillation 
59 - Lay A aak | ae 
Allegro“ (in Hillsen Nr. 30) | , 4 os “= “e 
i a ae | baat 47.7 39.6 —81 
nis tha 49.5 40.9 — 86 
: te 43,8 35.4 —84 
»Dukat ie 43.5 35.3 _ 82 
sigh iT: 35.9 34.8 11 
- 1} 2 37.1 33.7 ne 


Aus diesen Bestimmungen kann man den SchluB ziehen, daB der 
Nicotingehalt nach der Destillation stark abnimmt; indessen kamen 
Fille vor, in denen der Nicotingehalt im Gegenteil gréfer wurde. 
Z. B. bemerkten wir eine bestimmte Zunahme, als wir die Mischung 
Allegro’ in den Hiilsen Nr. 25 (den allerdiinnsten) verbrannten. 


Tabelle III. 





Nicotin im Rauch in °/, yom 
Nicotin im verbrannten Tabak 








Bezeichnung des Tabaks Versuch war caus : Differenz 
Nr. wer der Destillation %o 

1 | 4735 | 586 +63 

vAllegro® (in Elon Ne. 28)} : rey ae re 

4 44,8 51,3 + 6,5 


Die Differenz im Nicotingehalt ist hier von derselben GroBen- 
ordnung wie in dem Versuch mit ,,Allegro‘* in Tabelle IT, nur ist das 
Vorzeichen umgekehrt. Es ist bis jetzt unverstindlich, weshalb nicht 
alles Nicotin als Dipikrat gefallt wird ; wir begegneten dieser Erscheinung 
auch beim Verbrennen ven Tabak in Pfeifen (s. Tabelle VII). 
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Der Unterschied in dem Nicotingehalt vor und nach der Dampf- 
destillation 14Bt sich nicht durch Verluste der Substanz bei der 
Destillation und zweiten Fillung erkliren. Wir stellten Kontroll- 
versuche an, indem wir Nicotin aus einer Mischung mit Pyridin und 
Ammoniak mit Pikrinsiure fiallten; nach der Titration wurde das 
Diprikrat mitsamt dem Waschwasser in einen Rundkolben iibergefiilrt, 
das Nicotin noch einmal mit Dampf iibergetrieben und mit Pikrinsdure 


bestimmt. 
Tabelle IV. 





a tN Nicotin-N der Lisung Nicotin-N der Lisung 

yesamt-) in ro 100 cem in °/) vom Gesamt-N a 
Waseudie der Lisung FR. ad aot aaineihaeae esleennin nde eS eS ane 
’ in g vor nact or nach Feotin-N 
pro 100 cem ka ousapies SR -, eae Ea Nicotin-N 

Nr. der Destillation der Destillation ‘ %o 
1 0,01255 0,004964 0,004 922 39,56 39,22 — 0,34 
2 | 001485 0,006875 0,006812 463 45,87 — 0,43 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, war der Unterschied im Nicotin- 
gehalt vor und nach der Destillation ganz unbedeutend ; deshalb kénnen 
wir auch die Differenz in der Tabelle I nicht auf Rechnung von Ver- 
lusten durch die Arbeitsmethode stellen, sondern miissen annehmen, dah 
von Pikrinséiure auBer Nicotin noch bis jetzt unbekannte Basen gefiillt 
werden, die mit Wasserdampf nicht fliichtig sind. Es kénnten sehr wohl 
Purinbasen sein, denn unter diesen Bedingungen miiBten sie ein gleiches 
Verhalten zeigen. Wir stellten durch spezielle Versuche fest, daB aus 
Gemischen mit Nicotin 90 bis 95°, Guanin durch Pikrinsaure gefa'lt 
werden und bei der Destillation nicht tibergehen. Die Behauptung 
von Pfyl und Schmidt, daB mit Hilfe der beschriebenen Methode nur 
Nicotin bestimmt wurde, ist also nicht genau. Bei unseren weiteren Ver- 
suchen gebrauchten wir daher ein etwas abgeindertes Verfahren: 


Der Rauch in den AbsorptionsgefaBen wurde nach Abtrennen der 
Chloroformschicht mit Methylrot als Indikator neutralisiert und mit 
Pikrinséure gefallt. Nach zweistiindigem Stehen an einem kiihlen Ort 
wurde auf einem Biichnerfilter filtriert, der Niederschlag mit verdiinnter 
Pikrinsaure und darauf mit destilliertem Wasser (zu je 10 ccm aus einer 
Pipette von 5cem) gewaschen, mitsamt dem Filter in einen Erlenmeyer- 
kolben mit eingeschliffenem Stopfen iibertragen und mit 10 ccm Wasser 
nachgespiilt; darauf wurde mit n/10 Natronlauge bis zur hellrosa Farbe 
mit Phenolphthalein als Indikator titriert. Nach Zusatz von 25 ccm Toluol 
wurde bis zur Rosafarbung der Toluolschicht titriert. Nun wurde der 
ganze Inhalt des Kolbens, sowie das beim Waschen des Pikrinséure- 
niederschlags gebrauchte Waschwasser in einen Rundkolben iibergefiihrt, 
bis zum Umschlag des anwesenden Indikators neutralisiert, mit MgO 
alkalisch gemacht und nach Zusatz von Kochsalz mit Wasserdampf alles 
Nicotin iibergetrieben, bis das Destillat mit Kieselwolframsaéure keinen 
Niederschlag mehr gab. Im Destillat wurde das Nicotin wieder durch 
Pikrinséure gefallt und wie oben bestimmt. 
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Fast in allen Fallen wurde ein bedeutender Unterschied im Nicotin- 
gehalt des Rauches vor und nach der Dampfdestillation festgestellt. 
In den folgenden Tabellen werden gewodhnlich beide Werte angegeben. 
Wir denken, dab es richtiger ist, fiir Nicotin den nach der Dampf- 
destillation mit Hilfe von Pikrinsaéure ermittelten Wert anzugeben. 


Versuch 1. 
Farbreaktion, 

Kine Lésung von Rauch in n/10 Salzsiure wurde durch Kochen 
mit aktivierter Koble entfarbt und stark eingedampft. Die erhaltene 
Lésung farbte sich nach Zusatz von frisch bereiteter Diazobenzol- 
sulfosdaure purpurrot (als Kontrolle wurde dieselbe Reaktion mit einem 
Auszug aus Kohle durchgefiihrt). 

Diese fiir den Imidazolring' der Purinbasen charakteristische 
Reaktion gelingt auch mit Phenolen und aromatischen Aminen. Allein 
die Anwesenheit von Aminen liBt sich auf Grund von Bestimmungen 
im Apparat von van Slyke schwerlich annehmen. Phenole miBten 
bei den Versuchen in der Chloroformschicht zuriickgehalten werden 
und nicht in die saure Lésung tibergehen. Es wurden fiir diese beiden 
Gruppen keine charakteristischen Reaktionen durchgefiihrt. 


Versuch 2. 
Verteilung von Stickstoff auf die Verbindungen, die im 
Mundstiick zuriickgehalten werden. 

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB der Stickstoff aus Nicotin 
und Ammoniak nur 52°, des Gesamtstickstoffs im Rauche ausmacht ; 
die tibrigen 48°, kénnen nicht aus den anderen bekannten stickstoff- 
haltigen Verbindungen des Rauches stammen, denn letztere sind nur 
in minimalen Mengen vorhanden. Nach Pontag? macht die ganze 
Menge der Pyridinbasen nur ein Achtel vom Nicotingebalt aus. Cyan- 
wasserstoff kann im Vergleich zum Nicotin nach den Untersuchungen 
von J. Habermann und Toth u.a.* iiberhaupt vernachlassigt werden 
(‘/s9 bis */;99 vom Nicotinstickstoff)*. Von Pyrrol wurden nur Spuren 
gefunden. 30 bis 40°, des Stickstoffs im Rauche stammen also aus 
unbekannten Verbindungen. 

Alles oben Gesagte gilt fiir die Verteilung des Stickstoffs im Rauch, 
der durch Schwefelsiiure absorbiert wurde. Uber die Verteilung des 
im Mundstiick zuriickgehaltenen Stickstoffs kann man auf Grund 


1 Abderhalden, Arbeitsmethoden, Abt. 1, Teil 4, 8. 589 u. 896, 1924. 
2 Kissling, Handb. d. Tabakkde., 8S. 359. 

3% Chem.-Ztg. 1910, S. 1357; 1911, S. 1262; 1909, S. 1301. 

* Kissling, Handb. d. Tabakkde., 8. 441 u. 435. 
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folgenden Versuchs urteilen. (Schon friiher! war von uns festgestellt 
worden, daB im Mundstiick 10 bis 15°, Nicotin und 20 bis 30°, Am- 
moniak vom verbrannten Tabak zuriickbleiben; auf Grund dieser 
Daten hofften wir, im Mundstiick gréBere Mengen von unbekanntem 
Stickstoff aufzufinden.) 


Es wurden im Rauchapparat méglichst gleichmabig 30 Stiick Zigaretten 
verbrannt. Die Mundstiicke wurden gesammelt, sorgfaltig von der Asche 
und Tabakresten gereinigt und 10 Stiick davon zur Bestimmung des 
Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl verbrannt. Aus zehn anderen wurde das 
Nicotin durch Dampfdestillation abgetrieben und durch Fallung mit Pikrin- 
siure bestimmt; die zehn letzten Mundstiicke wurden zur Ammoniak- 
bestimmung nach Longi verbraucht. Das Papier der Mundstiicke enthialt 
immer etwas Stickstoff; es wurden deshalb immer Kontrollversuche mit 
zehn reinen Mundstiicken angestellt, um in ihnen den Stickstoffgehalt 
nach Kjeldahl zu ermitteln. , 


In folgender Tabelle sind die Mittelwerte aus zwei parallelen 
Bestimmungen fiir Zigaretten verschiedener Sorten zusammengestellt. 


Tabelle V. 





Stickstoff des 
verbrannten 
Tabaks, der 


Vom Gesamtstickstoff, der im Mundstiick zuriickgehalten 
wurde, fallen auf 


ie aia aati nea eit: eibeanes itn tinted 
der Zigare verblieben Siantte W -. . N der reinen | Unbekannter 
war Nicotin-N Ammoniak-N | ‘undstiicke N 
° 0 "lo ° 0 %o ’ 0 
,Patka* 7,58 12,67 21,34 10.92 52,54 
» Box“ ; 7,2 15,91 24.24 12,12 47,73 
»Allegro“ . 11,77 14,59 28,3 11,89 45,22 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB in den Mundstiicken noch mehr 
unbekannte stickstoffhaltige Verbindungen enthalten sind als in dem 
von Saure absorbierten Rauch; wahrscheinlich sind diese Verbindungen 
weniger fliichtig als Nicotin und machen daher in den Mundstiicken 
einen verhaltnismabig gréBeren Teil aus. 


Versuch 3. 
Autoklavenhydrolyse der stickstoffhaltigen Verbindungen des 
Rauches. 

Auf Grund der Voraussetzung, daB Purinbasen bei hoher Temperatur 
(180 bis 200°) in Anwesenheit starker Saiuren in Ammoniak und Amino- 
sauren zerfallen?, fiihrten wir folgende Autoklavenhydrolyse der stick- 
stoffhaltigen Verbindungen des Rauches durch. 


1 Gawrilow und Koperina, Nachr. d. Nahrungsmittelindustrie 1929, 
Nr. 6, S. 295 (russisch). 
2? Biochem. Handlexikon 4, 1022 bis 1042, 1911. 
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Im Rauchapparat Nr. 1 wurden 60 Stiick Zigaretten verraucht. 
Der Inhalt beider AbsorptionsgefaBe wurde zusammengegossen und auf 
ein bestimmtes Volumen gebracht. Es wurden der Gesamtstickstoff 
nach Kjeldahl, das Ammoniak nach Longi und der Aminostickstoff nach 
Sérensen” bestimmt. Nach Verjagen des Ammoniaks und Eindampfen 
im Vakuum wurde der Aminostickstoff nach van Slyke ermittelt. Endlich 
wurde in der anfanglichen Lésung der Nicotingehalt vor und nach der 
Dampfdestillation bestimmt. Darauf wurde ein Teil der mit Rauch be- 
ladenen Fliissigkeit im Autoklaven wahrend 3 Stunden bei 180° und 
10 Atm. Druck mit 10 %iger Schwefelsiure hydrolysiert. Nach der Hydro- 
lyse wurde die Lésung neutralisiert, mit MgO alkalisch gemacht und das 
Ammoniak nach Longi abgetrieben. Die zuriickgebliebene Fliissigkeit 
wurde nun vorsichtig mit verdiinnter Schwefelsiure neutralisiert, im 
Vakuum eingedampft und zur Bestimmung von Aminosaéuren nach van Slyke 
verwendet. Die Resultate sind in Tabelle VI zusammengefabt. 


Tabelle VI. 





Amino-N in 9/9 











mn 7 5 i ae 
ofS s _ n St nach van Slyke 
> s Zz — Las ’ "i Par, 2 
ove = ‘ 2. 4 3's vom N d. Rauches 
a4e = a = 2 2 
: om IF =S s os S&S —_——— 
Bezeichnung Ca = = a~ Eo 
oa Zee = - < == a) ac 
der Tabak- “ 3 = S < gs ver nach 
;  § == = < 5 Meee Lad 
mischungen £54 Z = Zs Ef> 
20s Bp 4 = abe <é3 
¥_8 ” < “7 ex der 
OEE Autoklaven- 
> hydrolyse 





in °/> vom Gesamt-N des Rauches 


»Dukat“ . .|| 10,62 46,10 6,00 | 47,90 37,44) 31,44 7,8-11,0 25-29) 4,8-6,3 
,Allegro I*, 12.60 36,64 10,84 | 52,50 33,93 || 23,10 || 9,7-10,3) — — 
yAllegro II* 11,83 41,20 12,18 | 46,60 38,10 | 25,92 — - . 


Aus den angefiihrten Resultaten laBt sich leicht ersehen, daB der 
Ammoniakgehalt nach der Hydrolyse stark zunimmt (drei- bis sechsmal 
groBer als vor der Hydrolyse). Diese Bildung von Ammoniak wihrend 
der Autoklavenbydrolyse kann nicht durch die bekannten Verbindungen 
des Rauches verursacht werden, denn keine von ihnen auBer Pyrrol. 
das nur in Spuren vorhanden ist, kann bei gegebenen Verhiltnissen 
Ammoniak abspalten (Nicotir. und Pyridin bleiben bei solchen Ver- 
suchen, wie wir wiederholt priiften, unverandert). Es miissen folglich 
die unbekannten Verbindungen unter Ammoniakbildung bei der 
Hydrolyse im Autoklaven zerfallen; es ]aBt sich leicht berechnen, 
daB 50 bis 60 °,, des Stickstoffs dieser Verbindungen dabei in Ammoniak 
itbergehen. 


Bei der Bestimmung des Aminostickstoffs wurden grobe Differenzen 
zwischen den parallelen Bestimmungen erhalten, was sich durch kleine 
Mengen der vorhandenen nétigen Lésungen erklaren ]a8t. Im all- 
gemeinen kann man aus diesen Bestimmungen folgenden Schluf 
ziehen: die nach Sérensen ermittelten 5 bis 6 °,, Aminostickstoff gehéren 
wahrscheinlich dem Ammoniak an, das in diesen Versuchen nicht ab- 
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getrieben und daher mitbestimmt wurde; diese Annahme wird auch 
dadurch bestatigt, daB die nach Longi ermittelten Werte fiir Ammoniak 
mit den nach Sérensen gefundenen sehr nahe zusammenfallen. Die 
stickstoffhaltigen Verbindungen des Rauches lassen sich also nach 
Sérensen nicht titrieren. Sie enthalten aber solche Stickstofformen, 
die nach van Slyke als Aminostickstoff bestimmt werden kénnen 
(Ammoniak wurde vorher abgetrieben) und deren Menge nach der 
Hydrolyse im Autoklaven bedeutend zunimmt. 


Versuch 4. 


Veranderungen in der Zusammensetzung des Rauches bei 
Anderung der Bedingungen beim Verbrennen des Tabaks. 

Wie schon oben erwahnt wurde, versuchten wir zur Bildung von 
gréBeren Rauchmengen Einrichtungen von zwei verschiedenen 
Systemen anzuwenden: bei der ersten wurde der Tabak in einem Por- 
zellan- oder Metalltrichter (Abb. 2) durch Durchsaugen von Luft ver- 
brannt, bei der zweiten wurden Zigaretten wie gewéhnlich verraucht, 
nur wurde die Luft auf einmal mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe 
durch sechs brennende Zigaretten gesaugt. 


Bei der weiteren Untersuchung der Rauchlésungen wurde fest- 
gestellt, da die Stickstoffverteilung im Rauch, der nach verschiedenen 
Methoden erhalten wird, sehr verschieden ist; augenscheinlich hingt 
die Zusammensetzung des Rauches stark von den Verbrennungs- 
bedingungen ab, wobei bald die einen, bald die anderen Zersetzungs- 
produkie in den Vordergrund treten. Der Versuch wurde folgender- 
mafen durchgefihrt : 

In drei Apparaten (mit Porzellantrichter, Metalltrichter und ver- 
zweigten Glasréhrchen) wurden je 150g Tabak verbrannt. Die Rauch- 
lé6sungen wurden auf ein bestimmtes Volumen gebracht und in jedem der 
Gesamtstickstoff in 100ccm und darauf der Prozentgehalt vom CGesamt - 
stickstoff an Nicotin vor und nach der Dampfdestillation und an Ammo- 
niak vor und nach der Autoklavenhydrolyse (bei 180° in 10% iger H,SO, 
waihrend 3 Stunden) bestimmt. 


In der Tabelle sind auBerdem noch die beim Rauchen von Tabak 
in Zigaretten, in Pfeifen und in Zigarren (im Apparat nach Abb. 1) 
erhaltenen Werte angefiihrt. 


Es ist aus der Tabelle klar ersichtlich, wie stark die Zusammen- 
setzung des Rauches von den Bedingungen beim Verbrennen abhangt. 
Beim vorsichtigen Abbrennen von Zigaretten mit Hilfe eines Aspirators 
geht ein bedeutender Teil der uns interessierenden stickstoffhaltigen 
Verbindungen in den Rauch iiber, was sich aus der groBen Zunahme 
von Ammoniak nach der Autoklavenhydrolyse folgern laBt. Schon 
beim Verbrennen von sechs Zigaretten auf einmal unter Zuhilfenahme 
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einer Wasserstrahlpumpe anstatt des Aspirators wird der Nicotingehalt 
etwas niedriger; daneben nimmt der Ammoniakgehalt des Rauches 
zu, wahrend seine Zunahme nach der Hydrolyse verhaltnismabig 
kleiner wird. 

Beim Verbrennen von Tabak in einem Trichter andern sich die 
Verhialtnisse sehr stark. Augenscheinlich wird der Tabak hier nicht 
allmahlich im Luftstrom verbrannt, wie in der Zigarette, wo fiir jeden 
einzelnen Punkt die Temperatur allmahlich anwachst und die fliichtigen 
Stoffe bei beliebiger Temperatur bis auf 480°* hinauf mitgerissen werden 
kénnen; in dem Trichter ist der Weg der heiBen Luft im Verhaltnis 
zu seiner Breite kurz und in den verschiedenen Teilen nicht gleich- 
maBig. Es ist unmdéglich, das Glimmen des Tabaks nur auf dessen 
Oberflache zu beschrinken; sehr rasch gerat die ganze Tabakmenge 
bis auf den Grund des Trichters (besonders in Metalltrichtern) ins Glithen, 
was durch die Erhitzung der Trichterwande noch beférdert wird. Dabei 
werden Nicotin und die von uns gesuchten Stoffe durch den Luaftstrom 
nicht mitgerissen, sondern bei der hohen Temperatur unter Ammoniak- 
bildung zersetzt, worauf der hohe Gehalt an Ammoniak bei dieser 
Verbrennungsmethode deutet. Beim Verbrennen im Metalltrichter 
macht der Ammoniakstickstoff 84 °,, vom Gesamtstickstoff aus, wihrend 
seine Zunahme nach der Autoklavenhydrolyse fast Null ist. Solch eine 
volistandige Zersetzung der von uns gesuchten Verbindungen wider- 
spricht keineswegs unserer Annahme, daB im Rauch Purinbasen ent- 
halten seien; sie stellt sogar einen neuen Beweis fiir deren Richtigkeit 
dar. Wie bekannt, sind Purinbasen nur bei bestimmter Temperatur 
ohne Zersetzung fliichtig (z. B. verfliichtigt sich Adenin bei 220° ohne 
Zersetzung, aber schon etwas héher, bei 250°. wird es teilweise zerstért) ; 
bei der Zersetzung! geben anscheinend alle Purinbasen drei bis vier 
Ammoniakmolekiile, Cyay und Kohlendioxyd. 

Uber Tabakrauchen in Holzpfeifen und in Zigarren kann man 
folgendes sagen: Der Brennprozef in Holzpfeiten verliuft nach dem- 
selben Typus wie beim Verbrennen in Metailtrichtern, d.h. es geht 
neben groBen Mengen von Ammoniak nur sehr wenig Nicotin in den 
Rauch iiber, und die unbekannten stickstoffhaltigen Verbindungen 
verschwinden fast ganz. Interessant ist nur der Befund, daB der Nicotin- 
gehalt nach der Destillation héher bestimmt wird als vorher, daf also 
die Fallung des Nicotins durch irgend etwas verhindert wird. 

Beim Verbrennen des Tabaks in Zigarren herrschen wieder ganz 
andere Verhaltnisse, denn es gehen in den Rauch nur sehr wenig 
Nicotin, verhaltnismabig wenig Ammoniak und sebr viel unbekannte 


* K. Lehmann, Chem. Centralbl. 1909, I, 1104. 
1 Abderhalden, Biochem. Handlexikon 4, 1022— 1042. 
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Stickstoffverbindungen iiber. Was fiir Ursachen solch eine intensive 
Zersetzung des Nicotins unter vollstandiger Erhaltung der unbekannten 
Verbindungen hervorrufen kénnen, ist gegenwirtig schwer zu_be- 
stimmen. 

Versuch 5. 
Verschiedene Verhaltnisse bei der Hydrolyse von Purinbasen. 

Wir priiften den EinfluB verschiedener Verhaltnisse auf die Hydro- 
lyse von reinen Purinbasen (Nucleinsiure und Guanin aus der Schild- 
driise). Wie bekannt, sind Purinbasen sehr bestindig und bleiben 
sogar beim Kochen mit ziemlich starken Sauren unverandert!; nur 
beim Kochen mit 25°%,iger Salzsiure spalten Guanin und Adenin 
Ammoniak ab und gehen dabei entsprechend in Xanthin und Hypo- 
xanthin iiber (es wurden bei den Versuchen 50 °;, der Theorie an Ammoniak 
erhalten ?). 

Beim Erhitzen mit Saure tiber 100° beginnt ein allmahlicher Zerfall 
des Purinkernes. Man kann durch 12- bis 14stiindiges Erhitzen in zu- 
geschmolzenen Rohren bei 180 bis 200° mit konzentrierter Salzsiure 
den Zerfall zu Ende fiihren. Die Zersetzung vollzieht sich nach 
folgendem Schema: 


0,H,N, + 8 H,O = 4NH, + C,H,NO, + CO, + 2 CH,0, *. 


Wie die Zersetzung bei der Autoklavenhydrolyse nach Zelinsky 
und Ssadikow’ vor sich geht, ist unbekannt, denn es wurden noch keine 
solche Versuche mit Purinbasen angestellt. 

Es wurden zu den Versuchen méglichst reine Lésungen von Guanin 
und Nucleinséure verwendet, die aus der Schilddriise eines Ochsen hergestellt 
waren. Die Lésungen wurden als Kupfersalze gefallt, sorgfaltig gewaschen, 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und nach Entfernen von Schwefel und 
von Kupfersulfid auf ihren Gehalt an Gesamtstickstoff nach Kjeldahl, 
an Ammoniak und an Aminostickstoff nach Sérensen und van Slyke 
untersucht. Darauf wurden bestimmte Mengen dieser Lésungen auf ver- 
schiedene Weise hydrolysiert. 

1. Durch 1 %stiindiges Kochen am RiickfluBkiihler mit einer 5 %igen 
Salzsdéurelésung. 

2. Durch 1%- und $3stiindiges Kochen mit 25 %iger Salzsaure. 

3. Durch 3stiindiges Erhitzen im Autoklaven bei 180° mit 10 %iger 
Schwefelséure. 

4. Durch I]4stiindiges (ein Teil der Versuche nur 6 Stunden) Erhitzen 
in zugeschmolzenen Réhren mit konzentrierter Salzséure. 

Nach jeder Hydrolyse wurden die Lésungen neutralisiert, mit MgO 
alkalisiert und das Ammoniak nach Longi abgetrieben. 


1 Biochem. Handlexikon 4, 1022— 1042. 

2 G. Fischer, B. 48, 805, 1910. 

* Martin Kriiger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 160, 1892. 

8 Diese Zeitschr. 186, 24, 1923; 187, 401, 1923; 188, 156, 1923. 
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Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle VIII. 





Ammoniak-N in °/9 vom Gesamt-N 
nach der Hydrolyse 








: Ammoniak- ] 
Versuchs- Gesamt-N 0 Autoklaven-| . 
bedingungen der Lisung N bin, ® ''Kochen mit Kochen mit hydrolyse hg any 
Gia 5°/oig. HC] 25%/gig. HCl) mit 10 /oig. HCL 
= " wihrend wihrend Hy SOx, + 
, . ea ed . 14 Std. bei 
gin 1'/, Std. 3 Std. 83 Std. bei 2000 
100 ecm 180° = 
Nucleinsaure, | 
nach Fallen mit||} 0,0226 |abwesend abwesend 22,2 46.9 90 
Kupferhydroxyd 
Guanin, nach | 
Fallen mit 0,0696 a i 17,3 61,84 80.2 
Kupferhydroxyd 
Tabelle IX. 
Abgeandertes Versuchsverfahren. 
Ammoniak-N in 6/9 vom Gesamt-N 
nach der Hydrolyse 
Versuchs- Gesamt-N ee Autoklaven- In Réhbren 
bedingungen der Lisung, ~ ‘0 Kochen mit | Kochen mit | hydrolyse 4 “ 
vom mit konz. 
Gesamt-N >°/oig- HCl |25°/oig. HC 1| mit 109/ig. HCl. 
wihrend | wihrend | H.S0,, 14 Std. ‘bei 
g in 11/, Std. 3 Std. | 3 Std. bei 300° 
100 cem 18( 
Nucleinsaure, | 
ohne Kupfer- |; 0,016 23 abwesend || Spuren 3,1 45,5 56,89 
fillung || 
Guanin, ohne 10,2305 | 54% 6,4 75 6126 64,8 


Kupferfallung 


Man sieht aus der Tabelle, daB der Grad der Hydrolyse von Purin- 
basen von der “Temperatur und der Saurekonzentration abhiingig 
ist; wenn die Purinbasen vorher durch Fallen mit Kupferhydroxyd 
gereinigt werden, sind die Resultate eindeutiger, denn alle Beimengungen, 
die Ammoniak enthalten, kénnen dabei entfernt werden. Wir kénnen 
annehmen, daB wir es mit reinen Verbindungen zu tun hatten, und daher 
fiir Guanin die Formel C;H,N,O und fiir Nucleinsiure C,,H;,03)N,,;P 
(Thymusnucleinséure enthalt Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin!) 
gelten lassen; daraus kann man die Menge des bei verschiedenen Hydro- 
lysebedingungen abgespalteten Ammoniaks in Stickstoffatomen nach 
folgendem Schema berechnen. 

Beispiel: Guanin spaltete bei der Autoklavenhydrolyse nach 
Zelinsky 61,8°, seines Gesamtstickstoffs als Ammoniak ab. Wenn 


1 Otto Kestner, Chemie der Eiwei®8k6érper, 4. Aufl., 1925, S. 319. 
Biochemische Zeitschrift Band 219. 18 
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wir in einem Molekiil Guanin 5 Stickstoffatome zihlen, erhalten wir 
3,09 Atome Stickstoff als Ammoniak abgespalten. Fiir Nucleinsaure 
erhalten wir, wenn wir von 15 Atomen Stickstoff im Molekiil ausgehen, 
7,03 Atome Stickstoff als Ammoniak abgespalten. Augenscheinlich 
stammen bei der Hydrolyse von Nucleinsiure 3 Atome Stickstoff 
aus Guanin, 3 aus Adenin und | aus Cytosin, weil letzteres iiberhaupt 
die Neigung hat, unter Abspaltung eines Atoms Stickstoff in das be- 
standigere Uracyl tiberzugehen?. 


Tabelle X. 


Die Menge abgespaltenen Ammoniaks bei verschiedenen Hydrolyse- 
bedingungen in Atomen, nach dem angefiihrten Schema berechnet. 





Nach dem Kochen mit Nach der § Nach der 
Nach 25 °/gig. HCl am Riick- Autoklayen-| Hydrolyse 
2 flufikiihler hydrolyse’ in Rébhren 


Versuchs Destillation 11/, stiind Ke mit 10%/,ig.. konz. HC! 


bedingungen nach Longi Kochen ig emer mata Ss SO, ‘bei bei 2000 
5°/yig. HCl wihrend wahrend ay — uae’ 
1'/, Std. 3 Std. rend 3Std.| 14 Std. 
~ ; ; : utlic = ‘ 
Guanin reine Praparate { deutliche 0,87 3,09 4,01 
= Spuren 
Tl : geben kein see 
1ymusnuclein- NH teilweise 33 a dal “—" 
* “ a 3 . st 7.03 13,5 
saure : Spaltung 


Man darf folglich annehmen, da8 die Purinbasen vom Typus des 
Guanins beim Kochen mit verdiinnten Siuren nicht veriindert werden; 
25 °,ige Salzsiure spaltet von den 5 Stickstoffatomen eines als Ammoniak 
ab (der experimentelle Wert ist etwas kleiner), bei der Hydrolyse 
nach Zelinsky werden 3 Atome Stickstoff und bei der vollstandigen 
Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure 4 Atome als Ammoniak ab- 
gespalten. 

Die Aminogruppen des Guanins und der Nucleinsiéure lassen 
sich vor der Hydrolyse nach Sérensen nicht tirieren (nach der Hydrolyse 


Tabelle XI. 


Aminostickstoffbestimmungen nach van Slyke (in Prozenten vom 
Gesamt-N der Lésung). 





Nach der Hydrolyse 

im Autoklaven mit 

| 10 %/oig. Ho SO, bei 
180°, 3 Stunden 


Nach 1'/9-stiindigem 
Vor der Hydrolyse Kochen mit 
5 */oig. HCI 
Versuchsbedingungen 





Aminostickstoffbestimmung 





in 10 Min. | in 3 Std. | in 10 Min. | in 3 Std. | in 10 Min. | in 3 Std. 


Guanin....... | 12 | 2896 | 12 242 | 247 247 
Nucleus . 985 | 611 2957 | 739 | 1971 | 19:71 


T 


! Otto Kestner, Chemie der Eiwei®kérper, 4. Auf]., 1925, S. 319. 
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wurde nicht wieder gepriift). Die nach van Slyke erhaltenen Werte 
sind in Tabelle XI zusammengestellt ; fiir Guanin sind die erhaltenen 
Resultate recht klar, was man aber nicht von den Versuchen mit 
Nucleinséure sagen kann. 

Guanin spaltet schon vor der Hydrolyse Aminogruppen, die nach 
van Slyke bestimmbar sind, ab. Ihre Menge macht 23°, des Gesamt. 
stickstoffs aus (1 Stickstoffatom aus den 5 anwesenden). Nach 
Schittenhelm’ geht Guanin bei Einwirkung ven salpetriger Siure in 
Xanthin tiber. Es ist interessant, hier anzugeben, dab die Reaktion 
nicht wie bei den gewéhnlichen Aminosauren in 10 Minuten verlauft, 
sondern 3 Stunden dauert. Dasselbe kann man auch tiber die Amino- 
stickstoffbestimmung nach dem Kochen mit 5°,iger Salzsiiure be- 
merken; das Guaninmolekiil wird dabei gar nicht verindert. Dagegen 
ist es bemerkenswert, da8 nach der Autoklavenhydrolyse nach Zelinsky, 
wenn 3 Stickstoffatome schon abgespalten und in Form von Ammoniak 
abgetrieben sind, von den zwei tibrigbleibenden das eine glatt in 
10 Minuten wie eine Aminosaure titriert werden kann. Es ist schwer, 
etwas Bestimmtes tiber den Gang der Reaktion bei den Nucleinsauren 
zu sagen. 

Tabelie XII. 


Die oben angefiihrten Werte der Tabelle XI sind hier auf Stickstoffatome, 
die als Ammoniak abgespaltet wurden, umgerechnet. 





Nach der Hydroly se 


Nach 1'/9-stiindigem im Autoklaven 
Vor der Hydrolyse Kochen mit mit 10°/sig. H,SO, 
5°/ig. HCl bei 180° wi&hrend 
Versuchsbedingungen 3 Stunden 


Die Bestimmungen wurden im Apparat von van Slyke ausgefiihrt 


‘ 


10 Min. | 3 Std. | 10 Min. | 3Std. | 10 Min. | 3 Std 
ee 0,6 1,15 0,6 1,2 1,23 1,23 
Nucleinsaiure ... . 1,5 9,15 5.4 11,0 2.96 2.96 


Versuch 6. 


Verschiedene Methoden zur Hydrolyse von Purinbasen in 
Tabakausziigen. 

Die Purinbasen werden gewéhnlich aus den Lésungen in Form 
ihrer Cuprosalze isoliert. In unserer vorigen Mitteilung? wurde schon 
angegeben, da es méglich ist, die Purinbasen nicht nur durch Kupfer- 
sulfat und Natriumbisulfit aus den Tabakausziigen zu fallen, sondern 
auch durch alleiniges Zufiigen von Kupfersulfat, denn es scheint, dab 
der Tabakauszug selbst reduzierende Eigenschaften besitzt. 


1 Biochem. Handlexikon 4, 1022— 1042, 1911. 
2 Gawrilow und Koperina, diese Zeitschr. 214, 134, 1929. 
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Zur naheren Untersuchung des auf diese Weise erhaltenen Nieder- 
schlags wurde er hydrolysiert. 


Es wurde ein Auszug aus dem Tabak ,,Dubeck“ Nr. 20 erhalten 
(Erhitzen bis auf 100°). In drei Portionen dieser Lésung zu je 100 ccm 
wurde darauf durch Zugeben einer 10%igen Kupfersulfatlésung bei 
Siedetemperatur eine griinlich-braune Fallung von Kupfersalzen erhalten. 
Dieser Niederschlag wurde sorgfaltig ausgewaschen und sein Stickstoff- 
gehalt nach Kjeldahl bestimmt (der CGesamtstickstoff von 100ccm des 
Auszuges war vorher schon bestimmt). Es wurde berechnet, dali der Nieder- 
schlag 7% des Gesamtstickstoffs des Auszuges enthaélt. Dann wurde der 
iibrige Teil des Auszuges (etwa 3 Liter) mit Kupfersulfat gefallt, der 
Niederschlag ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, vom Schwefel 
und Kupfersulfid abfiltriert und der Gesamtstickstoff und Ammoniak- 
gehalt in 100 ccm der Lésung bestimmt. Darauf wurde die Lésung nach 
verschiedenen Methoden hydrolysiert : 

1. Durch 1 %stiindiges Kochen mit 5 %iger Salzsaure. 

2. Durch 1 %stiindiges Kochen mit 25% iger Salzséure. 

3. Durch 3stiindiges Erhitzen im Autoklaven mit 10° ,iger Schwefel- 

séure bei 180°. 

Nach jeder Hydrolyse wurde das Ammoniak nach Longi bestimmt. 


Es ist interessant, die in der Tabelle XIII zusammengestellten 
Werte mit den Resultaten der Hydrolyse von Purinbasen (Tabelle VIII, 
IX und X) zu vergleichen. 








Tabelle XIII. 
H NH;-N nach der Hydrolyse vom Gesamt-N 
Benennung Gesamt-N | Ammoniak-N e en 
es | in 100 ccm vor der mit mit gt con 
Tabaks | der Lisung Hydrolyse 5°/oig. HCI 259/ ig. HCI 100/oig. H,S0, 
| 3 Std. 180° 


11/, Std. 11/, Std. 


»Diibeck* 0,03128g Abwesend Abwesenti Deutl. Spuren 51,8°, 


Versuch 7. 
Verschiedene Methoden zur Hydrolyse von Tabakrauch. 


Im Rauchapparat (Abb. 3) wurden 300 Zigaretten verbrannt. Der 
Rauch wurde in den AbsorptionsgeféBen in n/10 H,SO, aufgefangen und 
die saure Lésung bei vermindertem Druck bis auf 300 ccm konzentriert. 
Darauf wurden der Gesamtstickstoff (mach Kjeldahl) in 100ccm dieser 
Lésung, das Ammoniak in Prozenten vom Gesamtstickstoff nach Longi 
und Nicotin vor und nach der Destillation bestimmt. Die Hydrolyse 
wurde nach vier verschiedenen Methoden durchgefiihrt : durch 1 ¥stiindiges 
Kochen mit 5% iger Salzséiure, durch 3stiindiges Kochen mit 25 %iger 
Salzséure, durch 3stiindiges Erhitzen im Autoklaven bei 180° mit 10 %iger 
Schwefelséiure und durch 6stiindiges Erhitzen mit konzentrierter Salzséure 
auf 200° in zugeschmolzenen Réhren. 


Wenn wir diese Tabelle mit den Resultaten der zwei vorherigen 
Versuche vergleichen, so kénnen wir feststellen, daB der ,,unbekannte 
Stickstoff‘‘ oder die von uns gesuchten Verbindungen verschiedenartig 
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Tabelle XIV. 
Hydrolyse von Tabakrauch bei verschiedenen Bedingungen. 
Nicotin-N in °/» Ammoniak-N nach der Hydrolyse 
§ -N . , in Jo Vv yesamt-N 
Gesamt-N ||_ Yom Cosamt® at See 
ant der Autoklaven- In Réhren 


100 eem 


— Lisung 11), Std. 3Std. mit hydrolyse 6 Std. 


—_ 5 . 
vor der nach der in J) vom 


Poy Destil- Destil- Soe, ~ mit 5°%/oig.| 25° oig.  3Std. mit bei 200° 
Lisung lation lation | Sesamt-Ni cr HCI 109 vig. mit 
g H,S0O, ~~ konz. HCl 
0,228 45,91 40,77 8,8 13,93 18,11 24,1 25,1 
r y Zz y 8 a f 


sein miissen; die einen werden schon beim Kochen mit verdiinnten 
Saéuren angegriffen, diese kénnen gewilB keine Purinbasen sein; von 
den bekannten Stickstoffverbindungen des Rauches kénnte nur Pyrrol! 
ein ahnliches Verhalten zeigen. Die anderen sind viel bestindiger 
und werden nur bei der Autoklavenhydrolyse gespalten; die Hydrolyse 
nach Zelinsky fiihrt anscheinend die Spaltung nicht zu Ende, denn die 
Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure gibt etwas héhere Ammoniak- 
werte. Die Differenz ist nicht groB, aber es mu} ja bemerkt werden, 
daB das Erhitzen in den zugeschmolzenen Réhren nur 6, anstatt der 
zur volligen Hydrolyse nétigen 14 Stunden dauerte?. 

In Tabelle XV ist der als Ammoniak bei den verschiedenen Hydro- 
lysen abgespaltene Stickstoff in Prozenten vom unbekannten Stickstoff 
angegeben. 

Tabelle XV. 


NH,-N-Zunahme nach den verschiedenen Hydrolysen. 





) 


NH;-N-Zunahme nach den verschiedenen Hydrolysen 


+ Der bei der 
> vollstandigen Mit konz. HCl 
Hydrolyse als Mit 5°/ sig. HCl Mit 25°/oig. HCI Mit 10°/,ig. 6 Std. bei 200° 
Ammoniak 11/. Std 3 Std. H,SO, bei 180° in zugeschmol- 
oa zenen Roihren 

Stickstoff 





im Verhiltnis zum 





Sei Se Vee ee ee 
RiP RIPTR PEP RY 
49.57 163 329 5,13 103 418 | 84 1017 205 1117 226 


Aus dem unbekannten Stickstoff kénnen also 32.9°, bei der 
Hydrolyse als Ammoniak abgespalten werden; 10 °,, davon werden sehr 
leicht schon bei der Einwirkung von 5°,igem HCl abgespalten, die 


1 Meyer und Jacobson, Organische Chemie 2, 157. 
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anderen 22,6 °, sind viel fester gebunden [ein Drittel davon geht beim 
Kochen mit 25 °,iger Salzsiure und zwei Drittel nur unter Einwirkung 
von hoher Temperatur (180 bis 200°) in Ammoniak iiber]. 

Unsere Versuche, die Purinbasen im reinen Zustande zu isolieren, 
haben noch zu keinen positiven Resultaten gefiihrt. Wir wandten 
verschiedene Isolierungsmethoden an. Die Fiallung der Purinbasen 
aus den Lésungen wurde mit Hilfe folgender Reagenzien versucht : 

1. mit Cuprooxyd (Kupfersulfat in Gegenwart von NaHSQ,); 

2. mit Silbernitrat in Anwesenheit von Ammoniak ; 

3. mit Quecksilberoxydnitrat ; 

4. mit Phosphorwolframsaure und einigen anderen Verbindungen. 

Die erhaltenen Niederschlige wurden sorgfiltig ausgewaschen 
und dann wieder aufgelést. Jn einem Teil der erhaltenen Lésung 
wurde der Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl), im anderen das Ammoniak 
vor und nach der Hydrolyse bestimmt (um uns zu vergewissern, da der 
Stickstoff des Niederschlags aus den von uns zesuchten Verbindungen 
stammt). Leider wurden die stickstoffhaltigen Verbindungen des 
Rauches durch die aufgezihlten Fallungsmittel sehr schwach oder 
sogar gar nicht gefillt, so dafB es sehr schwer war, eine Zunahme an 
Ammoniak nach der Hydrolyse nachzuweisen. Solch ein Fehlschlagen 
dieser Versuche kann gewiB dadurch erklirt werden, daB die angefiihrten 
Fillangsmethoden fiir Purinbasen an Pflanzenextrakten erprobt waren 
und bei anderen Bedingungen niemals angewandt wurden. Daf die 
Fallungsverhaltnisse beim Rauch aber ganz eigenartig sein miissen, 
1aBt sich schon auf Grand der Versuche von Pfyl und Schmidt iiber 
Fallung von Nicotin aus Tabakrauch mittels Pikrinsiure voraussehen. 
Nicotin 14Bt sich aus Rauchlésungen in Alkalien oder konzentrierten 
Sauren (nach Neutralisation von Alkali oder Saure) durch Pikrinsiure 
nicht fallen, wahcend es aus Lésungen in n/10 Schwefelsaure quantitativ 
gefallt wird. Die Verfasser erklaren diese Erscheinung dadurch, dab 
Formaldehyd bei gewissen Verhaltnissen mit den Basen des Rauches 
Kondensationsprodukte bilden kann, die nicht durch Fallen isoliert 
werden kénnen!. Es 1a8t sich nicht feststellen, ob diese Erklirung 
auch fiir den oben beschriebenen Fall gelten kann; die Untersuchungen 
in dieser Richtung sind noch lange nicht beendet und Versuche, die 
Stickstofformen des Rauches festzustellen und in reinem Zustande 
zu identifizieren, werden in unserem Laboratorium fort gesetzt. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, hier meinen Dank dem Leiter 
des Laboratoriums, Herrn Dozent V.Gawrilow, fiir seine Anweisungen 
und wertvollen Ratschlige auszusprechen. 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 54, 71, 1927. 








Uber die Wirkung des Insulins 
auf Kohlenhydratverbrennung und Energieumsatz in Tieren, 
denen Kohlenhydrat beigebracht wurde. 


Von 


Béla Ritlop. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1930.) 


Nach den beweiskraftigen Versuchen von Férstner! findet nach 
einer Insulingabe an hungernden Hunden ,,.. . eine mabige Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs statt, die vielleicht dem Insulin zuzuschreiben 
ist; hingegen tritt keine Anderung des respiratorischen Quotienten ein. 
aus der auf vermehrte Kohlenhydratverbrennung geschlossen werden 
kénnte“. 

Da, wie dies bei Férstner ausfiihrlich besprochen ist, namhafte 
Autoren eine starke Steigerung der Kohlenhydratverbrennung unter 
dem Einflu8 des Insulins namentlich an mit Kohlenhydrat gefiitterten 
Tieren fanden, war es geboten, ahnliche Versuche an Tieren auszu- 
fiihren, die im: Verlaufe des Versuchs Traubenzucker eingefiihrt erhielten. 
Um eindeutige Resultate zu erhalten, muBten entsprechende, Versuchs- 
bedingungen und Kautelen eingehalten werden. Diese waren die 
folgenden. Um jede willkiirliche Muskelbewegung, die zu einer stérenden 
Steigerung der Umsitze fiihren kann, auszuschlieBen, habe ich die 
Versuche nach der Tanglschen? Methodik an mit Curare gelihmten 
und mittels der H.H. Meyerschen Pumpe kiinstlich ventilierten 
Hunden ausgefiihrt. (Mercksches gepriiftes Curare wurde im Ver- 
haltnis von 1 : 100 1, bis 1 Stunde lang mit Wasser bei Zimmertemperatur 
stehengelassen, filtriert und das Filtrat aus einer Biirette kubik- 
zentimeterweise in die rechtsseitige Vena jugularis einflieBen gelassen, 
sobald nach kurzer Abstellung der kiinstlichen Ventilation fiir die 


1 B. Férstner, diese Zeitschr. 194, 422, 1928. 
2 F. Tangl, ebendaselbst 84, 1, 1911. 
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Dauer von | Minute in einzelnen Muskelgruppen Kontraktionen sichtbar 
wurden. Ein neuer Respirationsversuch wurde stets erst begonnen, 
nachdem 10 bis 15 Minuten nach einer Curaregabe verflossen waren.) 


Da an solchen Tieren die chemische Regulation der Kérper- 
temperatur aufgehoben ist, die Umsitze aber von der Kérpertemperatur 
stets beeinfluBt werden, waren die Tiere fiir die Dauer des Versuchs 
in einem Thermostaten von etwa 30° C untergebracht, und wurde unter 
standiger Kontrolle der im Mastdarm gemessenen Temperatur bald 
durch starkeres Anwiirmen des Thermostaten, bald durch Liiften 
seines Deckels oder EingieBen von kaltem Wasser in den Raum zwischen 
seinen Wandungen erreicht, da8 die Temperatur des Tieres ihren An- 
fangswert wahrend der ganzen Versuchsdauer so ziemlich beibehielt. 
Um eine Vergleichsbasis zur Berechnung der erwarteten Anderung 
des Gaswechsels bzw. Energieumsatzes zu gewinnen, habe ich an den 
Tieren, die vorangehend 36 Stunden lang gehungert hatten, in jeder 
Versuchsreihe den eigentlichen Versuchen drei bis vier sogenannte 
Normalversuche vorangehen lassen, die den Niichternumsatz des Tieres 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen wiedergeben (von Grund- 
umsatz 1aBt sich am curaresierten Tiere, da ja die chemische Regulation 
aufgehoben ist, nicht sprechen!) Nun folgten die eigentlichen Versuche, 
und zwar erhielt, meistens abwechselnd, das eine Tier aus einer vorher 
in die linke Vena jugularis eingebundenen Biirette bloB etwa 4¢ 
Traubenzucker pro 1lkg Kérpergewicht in kérperwarmer Lésung 
im Verlauf von etwa 10 bis 20 Minuten eingefl68t, das andere ebenfalls 
Zucker, vorangehend aber etwa 2 bis 4 Einheiten Insulin Leo pro 1 kg 
K6rpergewicht unter die Brusthaut gespritzt. Von der Wirksamkeit 
des betreffenden Insulinpriparats habe ich mich einerseits durch 
Kaninchenversuche, andererseits in jedem einzelnen Versuch dadurch 
iiberzeugt, daB ich den Blutzuckergehalt der Hunde vor und einige 
Zeit nach der Insulineinspritzung (knapp vor der Zuckergabe) bestimmt 
habe. Die infundierte Zuckermenge war so reichlich bemessen, dah 
es dem Blute auch bei kraftigster Insulinwirkung nicht an Zucker 
fehle; dies wurde an fiinf von sechs Hunden tatsachlich erreicht, indem 
der Blutzucker auch nach dem zu allerletzt ausgefiihrten Respirations- 
versuche einen physiologischen Wert, meistens sogar einen weit 
héheren aufwies. Gleich nach Einbringung des Insulins bzw. des Zuckers 
wurden die Gaswechselbestimmungen fortgesetzt, so das zwischen 
dem letzten Normalversuch und dem ersten meritorischen Versuch 
nicht mehr Zeit als zwischen je zwei Normalversuchen verstrich. Der 
Gaswechsel wurde mittels der Zuntz-Geppertschen Einrichtung be- 
stimmt, und wurden nur solche Versuche als gelungen betrachtet, 
in denen der Unterschied der Parallelbestimmungen im COQ,-Plus 
bzw. im O,-Defizit weniger als 0,1°, betrug. Der Blutdruck wurde 
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wahrend der ganzen Versuchsdauer mittels eines Hg-Manometers 
aus der linken Carotis registriert. Da es infolge der groBen Insulin- 
dosen, die angewendet werden muBten, namentlich bei langerer 
Versuchsdauer zu einem mitunter erheblichen Abfall des Blutdruckes 
kommen kann, dies aber, wie bei Férstner ausfiihrlich erértert, zu einem 
Abfall des O,-Verbrauchs bei unveriinderter oder weniger abfallender 
CO,-Ausgabe und demzufolge zu einer blo8 vorgetaiuschten Erhéhung 
des respiratorischen Quotienten fiihrt, wurden solche Versuche zwar 
in die Tabellen aufgenommen, jedoch dort mit einem Sternchen (*) be- 
zeichnet und bei der Berechnung der Endresultate auBer acht gelassen. 
Dasselbe geschah auch in einigen Versuchsreihen mit dem allerersten 
Normalversuch, der erfahrungsgemaB entweder aus versuchstechnischen 
oder aber aus Griinden, die am Tier gelegen sind, zuweilen von den 
nachfolgenden stark abweichende Daten liefert, obzwar mit dem 
ersten Normalversuch stets erst 1! bis 3 Stunden nach den vor- 
bereitenden Eingriffen (Aufbinden des Tieres, Einbinden der Kaniilen 
in die beiden Venen, in die linksseitige Carotis und in die Trachea) 
begonnen wurde. Alle auf die Versuche beziiglichen Daten sind in 
den Tabellen am Ende des Textes zusammengestellt, die aus ihren 
Ergebnissen zu ziehenden Schliisse aber auf Grund einiger Text- 
tabellen besprochen. Ich habe an jedem Tiere folgendes berechnet: 
a) den mittleren respiratorischen Quotienten in den Normalversuchen ; 
b) seine Anderung von halber zu halber Stunde; c) mit Hilfe der be- 
kannten Tabelle (in der Annahme einer 15°,igen Beteiligung des Ei- 
weiBes am Energieumsatz) aus dem QO,-Verbrauch und dem respira- 
torischen Quotienten den Energieumsatz, und zwar erst in den Normal- 
versuchen, dann d) in jedem einzelnen Zucker- bzw. Insulin-Trauben- 
zuckerversuch; e) endlich von Versuch zu Versuch die prozentuale 
Anderung des Energieumsatzes im Vergleich zu den Normalversuchen. 


Die Beeinflussung dcr Kohlenhydratverbrennung. 


Fiir die Beurteilung der Kohlenhydratverbrennung ist allein 
der respiratorische Quotient maBgebend. Dieser ist, wie aus Tabelle I 
ersichtlich, an jedem Tiere, ob es vorangehend Insulin erbielt oder 
nicht, in allen nach der Zuckergabe ausgefiihrten Versuchen gréBer 
als vor der Zuckergabe; und zwar wird das Maximum dieser Zunahme 
an den Tieren ohne Insulin erst in der vierten halben Stunde erreicht. 
an den Tieren mit Insulin bereits in der ersten halben Stunde. 


Es 1a8t sich an der Hand der am Ende des Textes befindlichen 
Daten und der Steigerung des respiratorischen Quotienten wie folgt 
errechnen, welchem Plus an verbranntem Zucker die Steigerung des 
respiratorischen Quotienten entspricht. Das durchschnittliche Koérper-. 


18* 
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Tabelle I. 


Zunahme des respiratorischen Quotienten. 





In der n-ten halben Stunde nach der Zuckereingiefiung 


Hund Ee aA E AE 4 ‘ eas cenigliall Bemerkungen 
l. ll. Ill. IV. , 2 Vi. Vil. VILL. 
1 — 0,03 0,07 0,12 009 — | 0,08 0,10 
3 0,06 — 0,095 0,07 0,08 0,08 | 007 — 
5 a” (lL te ee et we 
s 0,03 - 0,08 0,08 . - <a Ohne Insulin 
10 0,05 0,10 -- 012 0,11 — — - 
12 0,03 0,05 004 — | 0,09 0,04 0,08 0,08 


Mittelwerte: 004 005 006 010 009 006 008 0.09 


2 004 — 0,04 | 0,05 0,08 - - _ 
4 0,13 | 014/014; — — _ ~ 
6 — 0,10 014 O11 009 0,07 004 — 
7 0,08 0,04 006 — | 0,05 006 008 — Mit Insulin 
9 0,10 0,07 ~: oe -- : - -- 

11 0.14 0,09 0,08 0,04 0.08 -- - 





Mittelwerte:| 0.10 0.09 0.09 0071 008 007 006 — 


gewicht der zw6lf Versuchstiere betrug 9,37 kg, ihr durchschnittlicher 
O,-Verbrauch pro 1 kg Kérpergewicht und 1 Minute in den Normal- 
versuchen 7,24ccm, also pro Tier und pro 1, Stunde 7,24 . 30 . 9,37 
= 2,04 Liter. 


Nun entsprechen nach der bekannten Berechnung 





einem respiratorischen pro je 1 Liter verbrauchten O,-Kohlenhydrats (Glykogen) 


Quotienten von g 
0,711 0 
0,800 0,365 
0,900 0,786 


Wollen wir der Einfachheit halberannehmen, da8 der Sauerstoff- 
verbrauch nach der Zuckergabe unveriandert geblieben ist und der 
respiratorische Quotient in den Normalversuchen stets 0,800 war, 
so betragt der Mehrverbrauch an Zucker in der betreffenden halben 


0,786 — 0,365 ‘ P , 
Stunde . 2,04 . Zunahme des respiratorischen Quotienten. 


10 

Auf diese Weise berechnet, ergibt sich, daB in den einander folgenden 
halben Stunden durchschnittlich folgende Zuckermengen verbrannt 
wurden : 
an den Tieren ohne Insulin: 0,34, 0,43, 0,52, 0,86, 0,77, 0,52, 0,69, 0,77 g, 
an den Tieren mit Insulin: 0,86, 0,77, 0,77, 0,60, 0,69, 0,60, 0,52 ¢ 

Hieraus geht hervor, daB in den 7. 4 = 3,5 der Zuckergabe 
folgenden Stunden an dem mit Insulin behandelten Tiere die Mebr- 
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verbrennung an Zucker 4,81 g, an dem mit Insulin nicht vorbehandelten 
Tiere 4,13 g betrug, also durch das Insulin ein wesentlich gréBerer 
Mehrverbrauch von Zucker bewirkt wurde. Der Unterschied hitte 
sich noch anders gestaltet, wenn ich die Berechnung auf Grund des 
gesteigerten Sauerstoffverbrauchs (s. weiter unten) und nicht, wie 
erwahnt, auf Grund eines unverianderten Sauerstoffverbrauchs durch- 
gefiihrt hatte. 


Die Beeinflussung des Energieumsatzes. 


Eine Steigerung des Energieumsatzes nach der Zuckergabe 
(spezifische dynamische Wirkung) ist, wie aus Tabelle IT hervorgeht, 
an allen Versuchstieren, ob mit oder ohne Insulin, vorhanden. Doch 
ist der Beweis, ob die Steigerung an den Insulintieren gré®er ist oder 
nicht, nicht ohne weiteres zu fiihren. Eine GleichmaBigkeit im zeit- 
lichen Verlauf und im Ausma® der Zunahme des Energieumsatzes 
ist an verschiedenen Tieren von vornherein nicht zu erwarten; und 
in der Tat sind die fiir je dieselbe halbe Stunde erhaltenen Werte, 
die die prozentuale Anderung des Energieumsatzes darstellen scllen, 
an den verschiedenen Tieren derart verschieden, dai es im allgemeinen 
prinzipiell nicht statthaft ist, aus ihnen einen Mittelwert zu bilden. 
Statthaft ist dies nur, wenn die Versuchsreihen mit und ohne Insulin 
sich voneinander im Wesen nicht unterscheiden bzw. der verschieden- 
artige Verlauf in beiden Versuchsarten vorkommt. Da8 dies in der Tat 
der Fall ist, geht aus Tabelle IV hervor, in der es mit Ausnahme der 


Tabelle Il. 


Energieumsatz pro 1 kg K6érpergewicht in 1 Minute;  g/cal. 








In den In der n-ten halben Stunde nach der Zucker- 
— Normal- eingiebung Bemer- 
Oe eae aunht times Ga 
suchen & Il. Ill. IV V V1. Vil. | VHI. . 
1 21,2 — 233 226 221 216 — 21,4, 21,0 
3 32,7 36,7 — 32,3 32,9 30,8 31,8 32,5 
5 39,6 — 419 403 — ~ _ - — 
8 98,1 446 — (422/418) — | — o Ohne 
10 38,4 388 408 — 441 451, — — | - anemes 
12 34,6 | 40,7 | 368 366 — 32,9) 333 31,8 32,4 
Mittelwert: 34,1 
2 33,0 | 354 — 329) 31,3 31,77 — -- _ 
4 42,8 | 47,7 | 43,7 43,0 — ~- _ ~- 
6 32,1 — | 87,9 36,3 | 355 35,6 354 340 — 
7 30,7 | 38,1 | 324 31,2) — 30,6 30,2 298 - Mit 
9 854 41.3 422 —|— — — |) —  — jf Insulin 
11 33,2 | 40.5 355 365 369 359 — — 
Mittelwert: 34,5 
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Tabelle Ill. 


Prozentuale Anderung des Energieverbrauchs. 





In der n-ten halben Stunde nach der Zuckergabe 


Nr. 3€ 
des Tieres ne aes Sa Sa ete alt ; Se 
1. I. Ii. IV. Vv. VI. Vi Vill. | R= 
l — + 99'+ 66 + 42 + 19 -- +09 —O09 
: +12.2; - — 1,2, + 06 5.8 2.8 06 
5 - 5.8 + 1,8 — = 
8 +171) — 10.8 + 84 = 
10 + 1,0 62 — +14,9 +17,4 - = 
12 +17,6'+ 63 +58 -—-— — 4,9 3,7 8,1 6.3) ] 
Mittel- | mit 10 +120 + 70+ 48 + 70 = 
werte | ohne 10 156'+ 783 + 48 + 44 
2 + 72) — |—03 5,2 3,9| - 
4 +114 + 2,1/)4+ 05 —_ iji— — — a 
6 — | +181) +13,1, +106 +10,9' +103 +59 - = 
7 + 7,8; + 5,5) + 1,6 — 03 16 -—29 % 
9 + 16,7; +19,2; — - - — ps 
11 + 22.0 + 69 > + 99 +111 + 81 = 
Mittelwerte: +18,0; +104 + 50 + 55 








Tabelle IV. 


Prozentuale Anderung des Energieverbrauchs in der n-ten halben Stunde 
nach der Zuckergabe. 








Nr. des |i In der n-ten halben Stunde nach der Zuckergabe 





Ts e i witrnibitiaaboais PSC Se Ae TRE FLA Bemerkungen 
sence, a II. Il. IV. v. vi. | vi. | val 
y +16,7 | +19,2 _ ~- - - — Mit Insulin 
8 +171 — +108 + 84 -— - — Ohne 
6 - +18,1 | +13,1 | +106 +10,9 +103 +5 9 Mit 
11 ||+220, 4 69) + 9,9; +111, + 81) — - - Mit 
12 |'4+176)+ 638'+58) — -~ 49 — 37 -81 -—63 Ohne . 
i + 7.8'+ 55;+16 — —~ 03 1,6 29 — Mit . 
1 —- '+99'+ 66 +42 +19 — + 0.9 0.9 Ohne . 
4 #114) + 21 + 05 = _ - . Mit . 
5 _ + 58° + 1,8 . _ - - Ohne . 
2 i+ 72 — 03;- 52:'-—39: - _ —_ ae 
3 +122 — 12 +06 -— 58 — 28 0.6 — Ohne 





Versuchsreihe 10 gelungen ist, zu jeder Versuchsreihe ohne Insulin eine 
mit Insulin zu finden, die den angenahert gleichen Verlauf aufweist. 
Die hierdurch gerechtfertigte Bildung der Mittelwerte ist in Tabelle II 
beziiglich der ersten bis einschlieBlich vierten halben Stunde durch- 
gefiihrt. Da die Versuche einmal aus versuchstechnischen Griinden. 
ein anderes Mal, weil der Abfall des Blutdruckes die Fortsetzung der 
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Versuche als aussichtslos erscheinen lieb, oft friihzeitig abgebrochen 
werden muBten, stehen mir iiber die fiinfte Stunde hinaus nur sparliche 
Daten zur Verfiigung. Da iiberdies der Energieumsatz, bereits von der 
fiinften halben Stunde angefangen, haufig einen Abfall im Vergleich 
zu den Normalversuchen aufwies, hatte es keinen rechten Sinn, Mittel- 
werte iiber die vierte halbe Stunde hinaus zu berechnen. (Nebenbei 
sei bemerkt, daB ein Abfall des Energieumsatzes ohne Senkung der 
Koérpertemperatur oder des Blutdruckes nach den langjahrigen, in 
diesem Institut gewonnenen Erfahrungen, selbst in lang ausgedehnten 
Versuchen, wenn dem Tiere nichts beigebracht war, nicht vorzukommen 
pflegt. Hingegen ist der Abfall nach dem Abklingen der Wirkung von 
eingefiihrten Kohlenhydraten keine unbekannte Erscheinung; jedenfalls 
tritt dieser Abfall in meinen Versuchen zu einem Zeitpunkt ein, wo 
der respiratorische Quotient noch deutlich erhéht ist, zum Zeichen 
dessen, daB die im Verhialtnis zu den anderen Nabrstoffen gesteigerte 
Verbrennung von Kohlenhydrat noch andauert.) 

Was meine Mittelwerte in Tabelle [III anbelangt, ist in der zweiten 
und vierten halben Stunde die Steigerung des Energieumsatzes an 
den Tieren mit Insulin etwas gréBer als an dem Tiere ohne Insulin, und 
auch in der ersten halben Stunde gréBer, wenn Versuch 10 mitgerechnet 
wird. Doch muB hinzugefiigt werden, daB diese Unterschiede nicht 
nur recht gering, sondern auch recht unsicher sind. Denn es kénnte 
ganz gut der Fall sein, da$ dieser Unterschied durch einen einzigen 
weiteren Versuch zunichte gemacht oder gar in das Gegenteil ver- 
wandelt wiirde. (Ahnliche Bedenken bestehen keineswegs beziiglich 
der vorangehend behandelten Steigerung des _respiratorischen 
Quotienten. ) 

Wie ist es nun zu erklaren, daB8 in meinen Versuchen die Steigerung 
der Kohlenhydratverbrennung (kenntlich am erhéhten respiratorischen 
Quotienten) weit geringer ausfiel als in den Versuchen vieler anderer 
Autoren, die von ihnen gefundene starke Steigerung des Energie- 
umsatzes aber von mir tiberhaupt vermift wurde ? 

Diesbeziiglich kann ich mich auf Férstners Erérterungen berufen. 
Es wurde von ihm darauf hingewiesen, daB in manchen Versuchen 
anderer Autoren die Atemfrequenz infolge der Insulingabe stark ge- 
steigert war; die erhéhte Lungenventilation muB aber zu einer voriiber- 
gebend gesteigerten C O,-Ausschwemmung bei tatsachlich unveranderter 
CO,-Produktion gefiihrt haben. In anderen Versuchen ist angegeben, 
da®B die Kérpertemperatur stark gesunken ist; und dasselbe war, wie 
vermutet werden darf, auch beziiglich des Blutdruckes der Fall. Beides 
geht aber mit einem abnehmenden O,-Verbrauch bei weniger ab- 
nehmender oder zunachst noch unveranderter CO,-Abgabe einher. 
Dies ergibt eine oft gewaltige Steigerung des respiratorischen Quotienten, 
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was aber blo ein rechnerisches Ergebnis darstellt, ohne daB der Zucker- 
verbrauch wirklich gesteigert gewesen wiire, da ja dem respiratorischen 
Quotienten die ihm untergelegte Bedeutung nur in dem Falle zukommt, 
und aus ihm Schliisse auf den Stoffumsatz nur gezogen werden diirfen, 
wenn obige Umstinde ausgeschlossen werden kénnen.  Allerdings 
muB zugegeben werden, daB sich meine Versuche von denen aller 
anderen Autoren darin unterscheiden, daB ich an curaresierten Tieren 
gearbeitet habe. Dies hat zwar den eingangs erwihnten Vorteil, daB 
stérende Muskelkontraktionen, die einen erhéhten Energieumsatz 
an sich schon bewirken kénnen, ausgeschlossen sind, andererseits 
aber auch den Nachteil, daB das Gebiet der willkiirlichen Muskeln, 
ein gewaltig ausgedehntes Gebiet der Zuckeroxydation, ausgeschlossen 
ist. Der Einwand, der gegen meine Konklusionen auf dieser Grundlage 
erhoben werden kénnte, wire stichhaltig, wenn an den curaresierten 
Tieren der eingefithrte Traubenzucker itberhaupt nicht verbrannt 
wiirde. Nun fand ich aber einen ansehnlichen Anstieg des respira- 
torischen Quotienten, der ja, wie erértert, in einwandfreien Versuchen 
nicht anders als durch gesteigerte Zuckerverbrennung zustande 
kommen kann. Und da dies mit oder ohne Insulin der Fall ist, wenn 
auch mit Insulin in etwas stirkerem Grade, gestatten meine Versuchs- 
ergebnisse die Lésung des Problems in den von mir angefiihrten Sinne. 
Eine andere Frage ist natiirlich, ob die Steigerung des Energieverbrauchs 
und der Zuckerverbrennung durch das Insulin nicht in wesentlich 
starkerem Grade gesteigert wird in einem Organismus, an dem die 
willkiirliche Muskulatur nicht durch Curare gelihmt ist? Diese Frage 
ist auf Grund meiner Versuche nicht zu beantworten, eben weil Curare 
gegeben wurde; auf Grund der in der Literatur vorliegenden Arbeiten 
jedoch ebensowenig endgiiltig erledigt, weil ja die erwahnten stérenden 
Momente in ihnen nicht ausgeschlossen werden kénnen. 


Die ‘Ergebnisse der oben beschriebenen Versuche, die auf Anregung 
und unter Leitung des Herrn Prof. P. Hari und mit Hilfe der von der 
Ella Sachs-Plotz-Stiftung gewihrten Unterstiitzung ausgefiihrt wurden, 
lassen sich wie folgt zuwsammenfassen: 


1, An mit Curare gelihmten und kiinstlich ventilierten Hunden 
wird deutlich mehr vom intravends beigebrachten Traubenzucker ver- 
brannt, wenn die Tiere auch Insulin erhalten. Auch setzt die Steigerung 
der Zuckerverbrennung rascher ein, wenn Insulin gegeben wird. 


2. Entsprechend der spezifisch dynamischen Wirkung der Kohlen- 
hydrate wird der Energieumsatz der Tiere durch intravendse Hinfuhr 
von Traubenzucker mehr oder minder erheblich gesteigert. Diese Steigerung 
ist an Tieren, die auch Insulin erhalten, nicht nachweisbar gréfer als 


an Tieren ohne Insulin. 











8) 
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Uber das Reduktionsvermégen des Harns. 


Von 


H. K. Barrenscheen und G, Dell’Acqua. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Vor einigen Jahren konnte der eine von uns in Gemeinschaft 
mit Popper! zeigen, daB die Eigenschaft des normalen Harns, eine 
Lésung von Ferrichlorid-Ferricyanid (Selmis-Reagens) zu Berlinerblau 
zu reduzieren, an die Farbstoffkomponente des Harns gebunden ist. 
Das mit einer primitiven Verdiinnungsmethode bestimmte Reduktions- 
vermégen des Harns zeigte weitgehende Ubereinstimmung mit der 
Intensitat der Harnfarbung. Auch konnte damals gezeigt werden, 
da8& sowohl das Urochrom nach Garrod wie das nach Dombrowski, 
sowie der normale Harnfarbstoff nach Hans Fischer und Zerweck 
Ferrichlorid-Ferricyanid zu Berlinerblau reduzieren. Es war nahe- 
liegend, dieses Reduktionsvermégen eines Teiles der Harnfarbstoffe 
gewissermaBen als Leitmotiv bei dem Versuch einer Isolierung und 
einer chemischen Identifizierung dieser Fraktion zu benutzen. Gleich- 
zeitig sollte aber auch das physiologische Verhalten dieser reduzierenden 
Farbstoffe einer mit exakterer Methodik durchgefiihrten Untersuchung 
unterzogen werden. In der vorliegenden Arbeit konnte der erste Teil 
unseres Programms nur zum geringsten Teil gelést werden. Die Haupt- 
schwierigkeiten liegen hier in der auBerst labilen Natur der unter- 
suchten Farbstoffe. Der zweite Teil unserer Untersuchung, welcher 
die quantitative Erfassung des Reduktionsvermégens und sein Ver- 
halten unter physiologischen Bedingungen zum Gegenstand hatte, 
fiihrte zu einer Reihe von Ergebnissen, die uns in mancher Hinsicht 
fiir die Zusammenhinge dieser Gruppe von Harnfarbstoffen und 
Chromogenen beachtenswert erscheinen. 


1 Diese Zeitschrift 161, 210, 1925. 
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I. Versuche zur Isolierung der reduzierenden Harnfarbsiofje. 


Zur Darstellung der Farbstoff-Fraktion wurden, nach einer Reihe von 
Vorversuchen, insgesamt 13 Liter frischen Harns in zwei Portionen unter 
Stickstoffatmosphiére im Vakuum bei einer 40° nicht  iibersteigenden 
Temperatur bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Das allzu groBe Schiumen, 
welches namentlich gegen SchluB der Destillation unangenehm wird, 
laBt sich durch einige Tropfen Oktylalkohol beherrschen. Der Sirup wurde 
mit dem mehrfachen Volumen absoluten Alkohols versetzt, von der aus- 
gefallten Salzmasse unter Stickstoffatmosphare abgesaugt, der alkoholische 
Extrakt neuerlich im Vakuum unter Stickstoff bis zur Sirupkonsistenz 
eingeengt und nochmals mit absolutem Alkohol gefallt. Fallung und Ein- 
engung des Filtrats wurden im ganzen dreimal] wiederholt; bei der dritten 
Fallung wurde nur mehr ein minimaler Niederschlag erhalten. Die leicht gelb 
gefirbten Niederschlage zeigten kaum eine Berlinerblaureaktion. Durch 
Auskochen mit Alkohol unter RiickfluB konnten die Spuren Farbstoff 
herausgelést werden, die Salzmasse wurde so vollkommen farblos erhalten 
und gab keine Reduktion mehr. Die alkoholische Lésung ergab intensivste 
Berlinerblaureaktion. Die nach der dritten Fallung erhaltene alkoholische 
Lésung war intensiv goldgelb gefarbt und reagierte stark sauer. Auf Zusatz 
von alkoholischer Kalilauge bis zur alkalischen Reaktion fiel ein schwere1 
amorpher Niederschlag aus, der nach dem Absaugen und Lésen in Wasser 
nach Ansiéuern nur eine schwache Berlinerblaureaktion ergab und nach 
seinem Verhalten bei der Verbrennung am Platinblech vorwiegend an- 
organischer Natur war. Auf seine weitere Untersuchung wurde verzichtet. 
Das Filtrat vom KOH-Niederschlag wurde nun mit einer methylalkoholi- 
schen Barytlésung nach Neuberg! versetzt. Dabei entstand ein flockiger, 
amorpher, hellbraungelb gefairbter Niederschlag, der von der Fliissigkeit 
durch Zentrifugieren abgetrennt wurde (Barytniederschlag). Er wurde 
in der Zentrifuge mit Methylalkohol so lange gewaschen, bis in der tiber- 
stehenden Fliissigkeit kein’ Barium nachweisbar war. Die klare, nach 
Abtrennen des Barytniederschlages nur mehr hellgelb gefarbte Lésung 
gab nach Anséuern noch eine schwache Berlinerblaureaktion. Sie wurde 
mit Eisessig bis zur schwachsauren Reaktion versetzt und mit einer alko- 
holischen Cadmiumchloridlésung gefaJlt, dabei wurde ein neuerlicher 
Niederschlag erhalten (Cadmiumniederschlag). Das Filtrat von diesem Nieder- 
schlag war immer noch leicht gelb gefarbt, ergab jedoch mit Ferrichlorid- 
Ferricyanid keine Reaktion mehr. Die einzelnen Niederschlige zeigten 
die aus nachfolgender Tabelle ersichtlichen Reaktionen. 

Wie aus den angefiihrten Reaktionen ersichtlich, gehen die Berliner- 
blaureaktion gebenden Substanzen so gut wie ausschlieBlich in den 
Bar ytniederschlag iiber. Die schwache Berlinerblaureaktion des 
Cadmiumniederschlags diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB die 
Barytfallung keine quantitative ist. Versuche, den Barytniederschlag 
mit CO, zu zerlegen, miBlangen. Bei dem Versuch, den Niederschlag 
mit Schwefelsaure zu zerlegen und durch neuerliche Fallung zu reinigen, 
zeigte sich die enorme Sauerstoffempfindlichkeit des Farbstoff- 
gemisches; die unmittelbar nach der Zersetzung des Bariumsalzes 


1 Diese Zeitschrift 170, 258, 1928. 
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Verhalten beim Stehen an der Luft 


Loslichkeit in Wasser y 

Reaktion der wisserigen Lisung 

Berlinerblaureaktion . . 

Reduktion ammoniakal. Silberlsg. 

Reduktion von Jodsaure 

Reaktion mit Folinschem Harn- 
saurereagens . . 

Reaktion mit Arsen- Wolframsaure 
nach Benedict . 

Reduktion Fi ehling scher Losung . 

Nitroprussidnatrium + Kalilauge 


Jodazidreaktion nach Feigl . 


Diazoreaktion nach Pauly 

Diazoreaktion nach Ehrlich . 

Urochromogenreaktion nach 
M. Weif 

Biuretreaktion . ; 

Millonsche Reaktion . 


Reaktion mit Ferrichlorid 


Reaktion nach Molisch . 
Jodjodkalium + KOH. 


Bariumniederschlag 


Intensive Braun- 
farbung, hygrosko- 
pisch, Umwandlung 
in einen schmierigen 

Sirup 
Leicht léslich 
Alkalisch 


+++ 
++ (in der Kalte) 
+++ 


+e 


++ 

6 
Intensiv purpurrot, 
nach kurzer Zeit 

verschwindend 
Intensive N-Ent- 
wicklung 
++ 


Braunrot 


ob 


te] 

Roter Niederschlag, 
Gasentwicklung 
Braunschwarzer 

Niederschlag 


6 
Jodoformbildung 


Cadmiumniederschlag 


Kaum verandert 


Leicht léslich 
Neutral 


+ (beim Erwirmen) 


Nicht gepriift 


0 
Nicht geprift 


schén goldgelb gefarbte Lésung zeigte ein rapides Nachdunkeln und 
Auftreten eines amorphen melaninahnlichen Niederschlages. Selbst 
beim Stehen am Licht im mit Stickstoff gefiillten und evakuierten 
Exsikkator zeigte das urspriinglich hellbraun gefarbte Bariumsalz 
sehr bald intensives Nachdunkeln und sinterte zu einer schmierigen 
braunen Masse zusammen. 


Die Eigenschaften des Bariumsalzes stimmen im _ wesentlichen 
mit den Eigenschaften des Urochroms nach Dombrowski iiberein. Eine 
Ausnahme macht die starke Reduktion ammoniakalischer Silberlésung, 
die bei unserem Salz schon in der Kalte auftritt. Auffallend ist die 
intensive Nitroprussidreaktion und die starke Jodazidreaktion nach 
Feigl'. Beide weisen darauf hin, daB freie SH-Gruppen in gréBerer 
Menge vorhanden sind, welche einen Teil des Reduktionsvermégens 
bedingen. Zeigt doch auch freies Cystein die gleichen Reaktionen, 
wahrend bei Cystin die Berlinerblauprobe, die Nitroprussidreaktion und 

1 Zeitschr. 


74, 369, 1929, und miindliche Mitteilung. 


f. analyt. Chem. 
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die Jodazidprobe negativ ausfallen. Wir werden auf diesen Befund 
im weiteren Verlauf unserer Arbeit zuriickkommen. 

Wenn so zweifellos ein Teil des Reduktionsvermégens durch die 
Gegenwart freier Sulfhydrylgruppen bedingt ist, so kénnen wir iiber 
die Natur der Stoffe, welche sonst noch in Frage kommen, zurzeit 
keine befriedigende Auskunft geben. Unsere Untersuchungen, welche 
auf die Aufkliarung dieser Farbkomponente gerichtet waren, haben 
vorlaufig nur zu dem negativen Ergebnis gefiihrt, daB aldehydartige 
Verbindungen fiir diesen Rest des Reduktionsvermégens kaum in Frage 
kommen. Wir haben wohl eine positive Jodoformprobe erhalten, 
alle tbrigen charakteristischen Aldehydreaktionen fielen jedoch 
negativ aus. Die Eisenchloridreaktion, die bei Luftzutritt beobachtete 
Melaninbildung, sowie der eigenartige Geruch unserer Substanzen 
legen die Vermutung nahe, daB es sich um Polyphenole handeln kénnte. 
Im Gange befindliche Untersuchungen sollen sich ausfiihrlich mit 
dieser Frage beschaftigen. 


II. Methode zur quantitativen Bestimmung des Reduktionsvermégens. 


Um iiber das physiologische Verhalten der Berlinerblau liefernden 
Substanzen des Harns naheren Aufschlu8 zu erhalten, war es zunichst 
notwendig, eine quantitative Methodik der Bestimmung auszuarbeiten, 
welche es gestattet, die Reduktionswerte zahlenmaBig auf Grund 
einer exakten, wenn auch willkiilich gewahlten Basis vergleichen zu 
kénnen. Die seinerzeit angewendete Verdiinnungsprobe ist fiir derartige 
Zwecke viel zu primitiv. Nun ist von Folin! eine sehr genaue kolori- 
metrische Bestimmung des bei der Reduktion von Ferricyanid durch 
Glucose gebildeten Ferrocyanids ausgearbeitet worden, welche im 
wesentlichen darauf beruht, daB das aus Ferrocyanid-Ferrichlorid 
gebildete Berlinerblau mittels einer Lésung von Gummi arabicum 
stabilisiert und die so haltbare Blaufarbung kolorimetrisch gegen eine 
Standardlésung verglichen wird. Unter Zugrundelegung der Folinschen 
Erfahrungen hat sich uns folgende Methodik bewahrt. 

Als Stammlésung fiir den Standard dient eine 0,C001 mol. Lésung von 
Berlinerblau entsprechend 85,8824, rund 85,9 mg Berlinerblau im Liter. 
Diese Stammlésung wurde derart hergestellt, daB 4 ccm einer frisch be- 
reiteten 0,1 mol. Ferrichloridlésung in einem LitermeBkolben mit 5 ccm 
einer klaren 10°%igen Lésung von Gummi arabicum versetzt wurden. 
Nach Mischen wurden tropfenweise unter standigem Schiitteln 3ccm einer 
frisch bereiteten exakt 0,1 mol. Ferrocyanidlésung zugesetzt und bis zur 
Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Samtliche verwendeten Rea- 
genzien waren chemisch rein. Die Gummilésung wurde hier wie in anderen 
Versuchen jeweils durch Glaswolle filtriert. Eine derart hergestellte 
Stammlésung ist, im Dunkeln und an kiihlem Orte aufbewahrt, durch 


1 Journ. of biol. chem. 77, 424, 1928. 
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mehrere Monate einwandfrei haltbar. Fiir die kolorimetrische Bestimmung 
wurden jeweils 20 bzw. bei stark gefairbten Harnen 25ccm der Stamm- 
lésung in MeBkolben auf 100 cem aufgefiillt, so daB Standards entsprechend 
1,718, rund 1,72 mg bzw. 2,1475, rund 2,15 mg Berlinerblau erhalten 
wurden. Zur Bestimmung der Reduktionswerte wurden jeweils 1 bis 2 cem 
Harn, je nach der Intensitét der Farbung und der Reduktion, in Meb- 
kélbchen von 100 ccm mit 1 ccm frisch filtrierter 10°,iger Gummilésung 
und tropfenweise unter Umschwenken mit l ccm einer durch Mischen 
gleicher Teile 0,1 mol. FeCl,- und 0,1 mol. K,Fe(CN),-Lésung jeweils frisch 
hergestellten Ferriferricyanidlésung versetzt und nach Mischen zur Marke 
aufgefiillt. 

Man kolorimetriert am besten bei einer Standardeinstellung von 
20mm. Die Berechnung erfolgt bei Verwendung eines Dubosqschen 


Kolorimeters — zu unseren Untersuchungen verwendeten wir ausschlieBlich 
" a i 20 , 
das Leitzsche Instrument — in iiblicher Weise: -c, woa die abgelesene 
a 


Hohe bedeutet; c ist bei Verwendung einer vierfachen Verdiinnung de1 
Stammlésung gleich 2,15 mg, bei der fiinffachen Verdiinnung 1,72 mg 
Berlinerblau. Die erhaltenen Berlinerblauwerte werden auf die einzelnen 
Tagesportionen bzw. die Tagesmenge umgerechnet, der Reduktionswert 
des Harns wird in Milligramm Berlinerblau ausgedriickt. 

Die Kolorimetrie bereitet durchaus keine Schwierigkeiten. Die Farb- 
téne sind, wenn man die Griinstichigkeit, welche manche Harnproben 
zeigen, durch Zusatz einiger Tropfen geséttigter Pikrinsiurelésung zum 
Standard kompensiert, einwandfrei kommensurabel. Wesentlich ist, 
daB8 die Kolorimetrie sofort durchgefithrt wird. Langeres Stehenlassen 
der Probe fiihrt, offenbar durch weitere Reduktion des iiberschiissigen 
Reagens — beim Stehenlassen an der Luft zeigt das Reagens allein durch 
Selbstzersetzung Berlinerblaubildung — zu wesentlich zu hohen Ablesungen. 
Als Beleg diene folgende Reihe, in welcher die Ablesung an derselben 
Harnprobe (2 ccm) nach verschiedenen Zeiten durchgefiihrt wurde. 





Standard 20mm Ablesung 








lies Nach | Nach Nach Nach Nach | Nach 
fee 30 Min. | 1 Std. 31/2 Std. 4 Std. 6 Std. 24 Std 
10,4 9,7 8,8 6,85 6,4 58 . 3,95 


Die Schwankungen in der Aziditét, welche der normale Harn zeigt, 
sind, wie wir uns an Versuchen mit Pufferlésungen tiberzeugen konnten, 
nicht von Belang. Alkalische Harne miissen vor der Bestimmung mit 
einigen Tropfen Eisessig angeséuert werden. 

Mit der gleichen Methodik la8t sich auch das Reduktionsvermégen 
des Trichloressigséurefiltrats von Blut bzw. Serum bestimmen. 2 bis 4ccm 
Filtrat werden mit 1 cem 10%iger Gummilésung und 1 cem jeweils frisch 
bereiteter m/250 Ferrichlorid-Ferricyanidlésung versetzt und je nach der 
Intensitét der Blaufarbung auf 10 bis 20ccm aufgefiillt. Bei abnorm 
hohem Gehalt des Blutes (Urochromikterus) verwendet man zweckmaBig 
die auch fiir den Harn verwendete m/10 Ferri-Ferricyanidlésung und 
fiillt auf 25 bzw. 50 ccm auf. Die Ergebnisse unserer am Serum gewonnenen 
Resultate sind in einer kurzen vorléufigen Mitteilung an anderer Stelle 
veréffentlicht '). 


1 Wiener med. Wochenschr. 1930, Nr. 3. 
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I1I. Das Verhalten des Reduktionsvermégens unter physiologischen 
Bedingungen. 

Mit der im vorstehenden geschilderten Methodik wurde zunachst 
das Reduktionsvermégen des Harns bei einer Reihe stoffwechsel- 
gesunder Erwachsener untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle I 
zusammengestellt. Wie ersichtlich. zeigt sich das Reduktionsvermégen 
des Harns weitgehend von der Harnmenge unabhangig. Ebenso ist 
eine Beziehung zum spezifischen Gewicht nicht ersichtlich. Die 
Schwankungen, welche wir physiologischerweise zwischen einzelnen 
Individuen finden, sind als recht betrachtliche zu bezeichnen. So liegen 
die Werte bei Mannern zwischen 1400 und 2300 mg _ Berlinerblau, 
bei Frauen zwischen 1010 und 2200 mg. Im allgemeinen sind, wie aus 
unserem allerdings nicht allzu groBen Material hervorgeht, die Werte 
bei Mdnnern durchschnittlich héher als bei Frauen. Aus unseren 
an Mannern gewonnenen Zahlen errechnet sich ein Durchschnittswert 
von 1937 mg, dem bei Frauen ein Wert von 1595 mg gegeniibersteht. 

Bemerkenswert erscheint die Tatsache, daB das Reduktions- 
vermégen bei etn- und demselben Individuum bei sonst gleichen auBeren 
Bedingungen, in erster Linie gleichmaBiger Ernahrung, durch Monate 
hindurch vollkommen konstant ist (s. die Werte 1 bis 7, welche in einem 
Zeitraum von 6 Monaten erhoben wurden). Die Differenz zwischen 
dem héchsten und niedrigsten Wert betrigt hier 42 mg, gegeniiber 
dem Durchschnittswert 1969 mg betrigt die maximale Abweichung 
nach oben und unten 21 mg = 1,06°,, ein Unterschied, der bereits 
in die Fehlerquelle der Methodik fallt. Méglicherweise handelt es sich 
hier um eine individuelle Konstante, vielleicht als Ausdruck des Zell- 
stoffwechsels, der Zellmauserung, ahnlich der individuellen Konstanz 
der Kreatinin- bzw. der endogenen Harnsdiureauscheidung. Ein Zu- 
sammenhang zwischen Alter und Hohe des Reduktionswertes 1aBt 
sich aus unseren Zahlen nicht ablesen. In erster Linie ist eine Herab- 
setzung des Reduktionsvermégens bei alteren Personen nicht zu 
entnehmen. 

Die fiir das Einzelindividuum nachgewiesene Konstanz des 
Reduktionsvermégens legte es nahe, in ihm den Ausdruck intermediarer 
Stoffwechselvorginge zu suchen. Um iiber diese Frage AufschluB 
zu erhalten, wurden die Ausscheidungsverhaltnisse dieser reduzierenden 
Harnfarbstoffe in den einzelnen Tagesportionen und weiter der Einflu8 
verschiedener Ernahrung auf die Reduktionswerte in einer Reihe von 
Fallen untersucht. Beriicksichtigt man zuniachst die Ausscheidungs- 
kurve des Reduktionsvermégens, so lassen sich zwei Typen unter- 
scheiden. Der eine, weitaus haufigere Typus zeigt regelmaBig einen 
betrichtlichen Anstieg des Reduktionswertes um die Mittagszeit oder 
in den ersten Nachmittagsstunden, der gegen die Abendstunden von 
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Tabelle I. Reduktionswerte der 24stiindigen Harnmenge bei 
stoffwechselgesunden Erwachsenen. 
Manner z 5 Frauen 2 = 
ms Name been Spez. 3 22 os Name — Spez 3 23 2 
Alter Gew. > w& Alter Gew. o w& 
Nr ecm = € Nr. ecm = ¢ 
1 | G.D., 1| GS. F 
28 J. 1483 1027 1966 44j. 1200 1019 1850 
5. VI. 9 . 
ee © MSW 1050 10161529 
"lieve | 1615 | 1027 | 1971 m Py 
san Ag 1100 | 1017 | 1600 
\isvi 1455 | 1027 | 1978 ee 
Nan 7 1300 1016 1750 
pig 1350 1027 1977 : 
S. IX. §| BK . - 
- : 3m J 1050 1018 1525 
>| GD 1200 | 1027 1948 op 
8. IX. 6 MH . rs 
g Y D 49 J 1097 1017 1010 
"| G xp | 1800 | 1037 | 1967 | || 49- 
slen ‘ GR, 1390 | 1017 1220 
4X 1700 1024 1990 5 hs - 
psp “es? 1019 1500 
S FB, 4300 | 1018 1800 40 J. 
66 J. 9 MK . 
9 py 98 J 950 1019 1200 
"ae : 1400 | 1017 = 1895 Pe ec 
00 J. 0) ; ay ee "0 - 
10! HSI 2 s 43 J. 760 1017 1100 
tings ony’ ©=6:1890 ~=Ss «1016 =~: 1988 
it ES) 900 | 1018 | 1400 | | 254. 
wiLe 12 “a3” 1290 1018 2200 
4g 3’ | 1200 | 1017 || 1950 | | ve 
ls a A ry 1600 1020 1820 
” "93°37" 1600 | 1018 2800 59 J. 
alee \f'| GG, | 502 | 1016 | 1988 
vy? 6 «1500 =| («1016 = 2005 =< ; 
60 J. 1 MH. 750 1019 1380 
15 LB. " ; m 29 J. vin : 
92 1950 1016 1970 
28 J. 16 M. Su on 77 
16 P H ae oe 47 J 14 1016 187 
52) +1350 1019 1550 
i A " ; ’ 1520 | 1018 | 2300 
18 ta 1850 | 1020 2180 
19 || L.H., . ; 
637. 1600 1019 2008 
20 WLP, : “ 
ogy 1300 | 1020 1700 
Minimalwert . 1400 1010 
Maximalwert 23800 2200 
Durchschnittswert 1937 1595 
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einem Abfall gefolgt wird. Ein Zusammenhang dieses Anstieges mit 
der Nahrungsaufnahme 1laBt sich nicht ohne weiteres behaupten; 
haben wir doch den mittaglichen Anstieg in Selbstversuchen auch 
bei absoluter Nahrungskarenz beobachten kénnen. Auf der anderen 
Seite verfiigen wir iiber Beobachtungen, welche zeigen, da reichliche 
Nahrungsaufnahme in den spaiten Nachtstunden einen relativ hohen 
Reduktionswert im Friihharn ergibt. Der zweite Typus zeigt die 
héchsten Werte fiir das Reduktionsvermégen in den Friihportionen 
wahrend die Tageskurve relativ flach verlauft (s. die nachstehende 
Ubersicht und Abb. 1). 
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Abb. 1. Ausscheidungskurve bei gemischter Ernahrung, siehe Tabelle I, Ni 


G. D., 28 Jahre, c’. 





8h 12h 15h 19h 22h 8h 


Harnmenge . . . . . . ccm 352 280 208 180 215 330 Ges. Harnmenge 1515 
Reduktionswert mg Berliner- 
blan ........ . . 361 487 332 252 258'330 Reduktionswert 1971 


G. D., 28 Jahre, o’. 





8h 13h 15h 19h 23h 8h 


Harnmenge . . . . . . cem 310 320 130/185 210/300. Ges. Harnmenge 1455 
Reduktionswert mg Berliner- 
blan ........ . . 8313 630) 223 273 235'297  Reduktionswert 1973 
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Harnmenge. . 
Reduktionswert 
blau 


mg Berliner- 


8h 
.cem 230 
280 


L.W., 


1th 


185: 


16h 23h 9h 


303 183 | 260 


234 841 190 267 


31 Jahre, co’. 


Ges. Harnmenge 1163 


Reduktionswert 1812 





Harnmenge . : 
Reduktionswert mg Berliner- 
blan 


8h bis 
10h30" 


. cem 420 


504 


16h 


235 


352 


22h 8h 
300 = B80 


405 522 


Leopold B., 44 Jahre. 


Ges. Harnmenge 1335 


Reduktionswert 1783 





Harnmenge . 


Reduktionswert n 


blau 


8h 

oe 
ig Berliner- 

376 


12h 


17h 22h 8h 


185 230 190 394 


284 197 266) 880 


Besonders deutlich zeigen unsere Zahlen, 
tionswertes von der Harnmenge vollkommen 


Ges. Harnmenge 1374 


Reduktionswert 2003 


daB die Héhe des Reduk- 
unabhangig ist. Die Aus- 


scheidung der reduzierenden Farbstoffe folgt offenbar unter physio- 
logischen Bedingungen ihren eigenen Gesetzen. 


Die Annahme, daB das Reduktionsvermégen des Harns als Ausdruck 


intermediarer Stoffwechselvorginge aufzufassen sei, veranlaBte uns, 
den EinfluB verschiedener Erndhrungsformen auf den Reduktionswert 
an ein und demselben Individuum bei sonst gleichen auBeren Be- 


dingungen zu untersuchen. 


Die Ergebnisse dieser zum Teil in Selbst- 


versuchen gewonnenen Werte sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle IT. Einflu8 verschiedener Ernahrungsformen auf die Reduktionswerte. 





Fall 


Ore Oo DO 


= Be oh Er) 


_ 
fom) 


— 
we 


Name 
Alter 


28 J. 








1G. G., | 
1353.21 


Art der Ernahrung 


Gemischte Kost 
Vegetar. Kost 
Streng vege- 
tarische Kost 
Dasselbe 


Fleischkost 


Maximale 
Fleischbelastung 
Dasselbe 
Vegetar. Kost 
Gemischte Kost 


Harn- 


menge 


ecm 


1429 
1190 
1350 
1290 
1200 


1425 
1022 
1550 
1875 


1465 
1140 
1522 


Spez 
Gew 


1025 
1025 
1026 
1025 


1024 
1029 
1028 
1028 


1028 
1018 
1019 


Reduk- 
tionswert 
mg Anmerkung 
Berliner- 
blau 


1969 Mittelwerte 
°OF aus Tabelle I, 

aaa Nr. 1 bis 7 

1696 

1490 


1355 
2471 
2473 
2673 
2701 


1453 
1983 


ane 
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Abb. 3. 
Ausscheidungskurve bei streng vegetarischer Ernahrung. 
Siehe Tab. IT, Nr. 5. 
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Ubereinstimmend zeigen alle unsere Versuche, dai das bei ge- 
mischter Ernahrung individuell konstante Reduktionsvermégen bei 
etweiPreicher Ernahrung einen betriachtlichen Anstieg zeigt , der gegeniiber 
dem Durchschnittswert eine Zunahme von 27,1 °,, bedeutet. Umgekehrt 
zeigt sich bei Einschrankung der Eiweifzufuhr ein Abfall, der bei 
reiner Gemiise-Obst-Didt, unter Ausschaltung jeglichen  tierischen 
EiweiBbes, bis zu 24.3°, gegen den Durchschnittswert bei gemischter 
Ernahrung betragen kann. Einen EinfluB auf den Ausscheidungstypus 

Maximum der Ausscheidung in den Mittagsstunden iibt die ein- 
seitige Ernihrung im allgemeinen nicht aus (s. Abb 2 und 3). 

Offenbar setzt sich der Reduktionswert aus einem endogenen 
und exogenen Anteil zusammen. Die Ergebnisse, welche gerade bei 
maximaler Eiweibbelastung erzielt wurden, deuten darauf hin, daf 
wir im Reduktionswert einen Ausdruck fiir den Eiweifumsatz im 
Organismus suchen miissen. Von dieser Vorstellung ausgehend, wurde 
auch der EinfluB starkerer kérperlicher Arbeit auf den Reduktionswert 
untersucht. Die Ergebnisse unserer diesbeziiglichen wenigen Versuche 
sind vorlaufig negativ. Sowohl nach kurzdauernder forcierter Arbeit. 
wie nach einem siebenstiindigen anstrengenden Marsch zeigte der 
Reduktionswert keine Verainderung gegeniiber dem am Vortag bei 
normaler kérperlicher Betatigung (Laboratoriumsarbeit) erhaltenen 
Wert. Es wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, iiber diese 
Frage endgiiltig Aufklarung zu erhalten. Die Befunde von Schenck’, die 
bei den Amsterdamer Olympiakimpfern erhoben wurden. deuten darauf 
hin, daB forcierte kérperliche Anstrengung in weit héherem AusmaB, 
als bisher angenommen wurde, auch den intermediaren Eiweifstoff- 
wechsel beeinfluBt. Fiir unsere negativen Ergebnisse ware zu erwagen, 
daB fiir die reduzierenden Stoffe auch eine Ausscheidung durch den 
SchweiB in Frage kommt. Wie wir uns tiberzeugen konnten, zeigt 
im Schwitzkasten gewonnener SchweiB ein deutliches,. wenn auch 
geringes Reduktionsvermégen gegeniiber Ferrichlorid-Ferricyanid. 

Zeigt sich so zweifellos bei kalorisch vollwertiger Ernahrung ein 
EinfluB des NahrungseiweiBes auf den Reduktionswert, so war es nahe- 
liegend, den Einflu8 einer kalorisch minderwertigen Ernahrung bei 
gleichzeitiger Einschrankung der kérperlichen Bewegung zu unter- 
suchen. Zu diesem Zwecke wurde das Reduktionsvermégen im Harn 
bei einer Reihe von sonst stoffwechselgesunden Patienten bei normaler 
Ernahrung und an Karelltagen (1'. Liter Milch pro die) untersucht. 
Es zeigte sich, daB bei fast simtlichen der untersuchten Falle das 
Reduktionsvermégen an den Karelltagen betrichtlich absinkt. Ob 
dieses Absinken ausschlieBlich auf die relativ eiweiBarme, kalorisch 


! Verhandlungen d. Kongresses f. innere Med., Wiesbaden 1929. 
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unzureichende Ernahrung zuriickzufiihren ist, oder ob dabei auch die 
wesentliche EKinschrinkung der kérperlichen Bewegung eine Rolle mit 
spielt, kénnen wir derzeit nicht entscheiden. Bemerkenswert ist nun, 
daB in den Fallen, welche auf die reine Milchdiait mit einer erhéhten 
Diurese reagierten, gleichzeitig auch ein betrichtlicher Anstieg des 
Reduktionsvermégens feststellbar war (s. nachstehende Tabelle III, 
Fall Nr. 7 und 8). 





Tabelle III. 
EinfluB von Karelltagen auf die Reduktionswerte des Harns. 

Reduk- 
; : ° F A Harn- | Spez. | “onswert 
Fall || Name, Alter Diagnose der a menge ae. Berliner- 
Nr. ecm blau 
1 GB ays | adipositas, Gemischte Kost 1100 |1025, 1980 
1x || Sypertonic Karelltag 920 | 1026 1610 

2 | Fr.H., 55 J. saiae _ . 
3X. | Heaphysom Gemischte Kost | 750 | 1022. 1837 

Bx. | Karelltag | 1000/1019 1500 

3K. B., 295.) adipositas, Gemischte Kost | 1300 | 1017/1950 
1.x. |}  Myckardst. Karelltag 1150 | 1020 1499 

4 M.K., 48 J. wane ee ‘ . 
7x, | eae Gemischte Kost 900 1016 1655 

21. X. Karelltag 1012 | 1016) 1650 

5 | L. cos - J. | Adiposites, Gemischte Kost | 1200 | 1025 1650 
we. | Hypertonie ” 1230 |1024, 1660 

28. X. Karelltag 1350 1024 1940 

6 weg J. | Mitralstenose, In- Gemischte Kost 1200 1021 2001 
1. X. |} sattisions, Odeme Karelltag 1650 1017. 3749 


Diese, durch eine Vermehrung der Diurese veranlaBte Erhéhung 
des Reduktionsvermégens legte es nahe, ganz allgemein den EKinfluB 
der Diuretica auf die Menge der reduzierenden Harnfarbstoffe zu 
untersuchen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle IV 
zusammengefaBt. 

Wie aus den angefiihrten Zahlen ersichtlich, wirkt der Wasserstop 
bei Normalen iiberhaupt nicht oder nur minimal, wihrend bei éde- 
matosen Kranken gleichzeitig mit einer Steigerung der Diurese eine 
Vermehrung des Reduktionsvermégens nachweisbar ist. Ganz aus- 
gesprochen zeigt sich der EinfluB des als Gewebsdiureticum  an- 
gesprochenen Salyrgan, das neben einer enormen Harnflut gleichzeitig 
auch eine in manchen Fallen iiber 800°, gesteigerte Ausschwemmung 
der reduzierenden Harnfarbstoffe bedingt. Die Wirkung der anderen 
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Fall 


Nr. 


i4 


16 


20 


26 


Name, Alter 


G.D., 284. 


23. VI. 
13. IX. 
H.K., 243 
2. IX. 

6. IX. 


M.K., 48 J. 


22. VII. 
24. VII. 


F.Sch., 31 J. 


22. VII. 
24. VIL. 


G. L., 58 J. 


14. X. 
16. X. 


F.H., 39 J. 


7. XI. 
9. XI. 


G. Fr., 52. J. 


9. XI. 
10. XI. 


M. M., 55 J. 


12. XI. 
13. XI. 


B.G., 49.5. 


15. VIT. 
16. VII. 


L. M., 22 J. 


18. VII. 
19. VII. 


H.W., 28 J. 


14. X. 
16. X. 


R. A., 22 J. 


tae 
10. XI. 


& 
Diagnose E 
ecm 
9 
Normalfall 1820 
1985 
‘ | Hyperthyreoidismus, 1300 
dem 
2350 
Mitralstenose und 900 
Insuffizienz 
3150 
Mitralstenose, 850 
Aorteninsuffizienz = 
5020 
Dekomp. 480 
Hypertonie 
i 4100 
Kardiales Odem _— «1900 
1300 
Mitralvitium 680 
1308 
Dreiostienvitium 1100 
1400 
Adipositas, Klimax 1060 
1800 
Mitralinsuffizienz 600 
1150 
Adipositas 910 
1300 
Adipositas 750 
1300 


Spez. Gew. 


1015 
1014 
1017 
1012 


1016 
1014 





mg Berlinerblau 


2200 
1963 
1950 
3632 
1665 
2165 
1009 
4080 

748 
5492 
1750 
2372 


1200 


1996 


1900 | 


2500 


1100 


1700 


| 1850 


2250 


1200 


1690 || 


1100 
1830 


Anmerkung 


WasserstoB 2 Liter 
(s. Tabelle I, Nr.1 


bis 7) 


Wasserstof 2 Liter 


WasserstoB 2 I 


2cem Salyrgan 


30 g Harnstoff 


40g 


40g 


iter 


Dreimal 1g Theo- 


bromin 


Dreimal 1,0 Diuretin 


3 Tabl. Thyreoidin 
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untersuchten Diuretica, wie Harnstoff, Diuretica der Puringrupjx 
und Thyreoidin bleibt in der Mehrzahl der Faille nicht nur hinsichtlich 
der Wirkung auf die Harnmenge, sondern auch, was die Ausschwemmung 
der reduzierenden Bestandteile anlangt, hinter dem Salyrgan zuriick. 
Dieses Verhalten der reduzierenden Harnbestandteile gegeniiber den 
verschiedenen Diureticis legt es nahe, daran zu denken, dab unter 
pathologischen Bedingungen das Gewebe betrichtliche Mengen dieser 
Substanzen zu retinieren imstande ist. Tatsachlich konnte auch in 
einer durch Curschmannsche Nadeln gewonnenen Odemflissigkeit 
eines Falles von Concretio cordis ohne Nierenerscheinungen ein deut- 
liches Reduktionsvermégen festgestellt werden. 


IV. Die Trennung des Reduktionsvermégens durch Formaldeh yd. 


Wie im ersten Abschnitt unserer Untersuchungen mitgeteilt, 
zeigen die in Form der Bariumsalze isolierten reduzierenden Harn- 
farbstoffe eine starke Nitroprussidreaktion und lebhafte Gasentwicklung 
mit dem von Feigl zum Nachweis von Sulfhydrylgruppen angegebenen 
Jodazidreagens. Diese Tatsache veranlaBte uns, die von Kendall 
und Mason! angegebene Beobachtung, daB Formaldehyd die Reduktion 
einer Ferricyanidlésung zu Ferrocyanid durch Glutathion hemmt, 
auch auf unser Material zu iibertragen und so den Versuch zu machen, 
eine Trennung des Reduktionsvermégens durchzufiihren. 

Versuche an reinem Cysteinchlorhydrat .,Kahibawm* ergaben, 
daB die starke Berlinerblaureaktion, welche eine Lésung des Cysteins 
mit Ferrichlorid-Ferricyanid ergibt, durch Formaldehyd restlos ge- 
hemmt wird. Von Kendall ist die Meinung ausgesprochen worden, 
daB es sich hier um eine Reaktion zwischen der Sulfhydrylgruppe 
und dem Formaldehyd handelt, die analog zu der Additionsreaktion 
zwischen Aldehyd und HCN aufzufassen sei. Wir méchten eher an- 
nehmen, daB die Reaktion nach dem Schema der Merkaptalbildung 
vor sich geht: 

H 


R.S 


R.SH 
—H=R's 


Reo tO = 6 >CH, + H,0, 


eine Reaktion, welche bei Merkaptanen unter Zuhilfenahme von Er- 
warmung und bei gleichzeitiger Gegenwart von Salzsaure vor sich geht. 
AuBer Formaldehyd wirkt nach unseren Versuchen auch Acetaldehyd 
hemmend auf die reduzierende Wirkung des Cysteins ein, doch ist 
die Reaktion mit Acetaldehyd in der Kalte nicht vollstandig. 

Wir haben nun die gleichen Versuche sowohl an unserem Bariumsalz 
als auch an Harnen durchgefiihrt und feststellen kénnen, daf Form- 


1 13. Internat. Physiol. Kongr. Boston 1929. 
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aldehydzusatz, der die Berlinerblaubildung durch andere reduzierende 
Stoffe, wie auch Kendall angibt, in keiner Weise hemmt, das Reduktions- 
vermégen der Farbstoffe und auch des Harns betrachtlich herabsetzt. 
Die starke Nitroprussidreaktion unseres Bariumsalzes wird nach 
Formalinzusatz negativ. Damit schien ein Weg gewiesen, jenen Anteil 
der reduzierenden Harnfarbstoffe, in welchem die Sulfhydrylgruppe 
als Trager der Reduktionswirkung angesprochen werden kann, quantitatiy 
zu erfassen und seine Ausscheidungsverhaltnisse gesondert zu verfolgen. 

Um uns tiber die Brauchbarkeit der von uns verwendeten Methodik 
zu informieren, wurde zunachst die kolorimetrische Bestimmung des reinen 
Cysteins mit der in Abschnitt II geschilderten Methodik gepriift. Unter 
der Voraussetzung, das zur Oxydation von 1 Mol Cystein 1 Mol Ferricyanid 
notwendig ist, im Sinne nachstehender Formulierung 


CH,SH CH,S SCH, 


| | 
2CHNH, + 2H, Fe (CN), = CHNH, CHNH, + 2H,Fe(GN),, 


COOH COOH COOH 
entspricht 1 Mol Cystein '/;Mol Berlinerblau bzw. 1 mg Sulfhydryl-S 
‘/, Mol Berlinerblau. 1 Mol Cystein = 1 Sulfhydryl-S entspricht dem- 


nach 286,4g Berlinerblau, 1 mg Sulfhydryl-S also 8,931 mg Berlinerblau, 
Img Berlinerblau zeigt 0,112 mg Sulfhydryl-S an. Unter Zugrunde- 
legung dieser Werte wurden nun mit exakten Einwagen von Cysteinchlor- 
hydrat Kahlbaum kolorimetrische Bestimmungen des Cysteins mit unserer 
Berlinerblaustandardlésung durchgefiihrt. Nachstehende Resultate, 
welche in der Weise gewonnen wurden, dal je 5cem der Cysteinlésung 
mit 2cem Gummilésung und leem m/10 Ferri-Ferricyanidlésung auf 
100 cem aufgefiillt wurden, mégen die Brauchbarkeit der Methodik belegen. 

1. Einwage 40,221 mg Cysteinchlorhydrat = 30,91 mg Cystein, ent- 
sprechend 8,18 mg 8, auf 100 ccm gelést. Zur Kolorimetrie je 5 ccm ver- 
arbeitet. Standard (2,15 mg Berlinerblau in 100 ccm) auf 20 mm. 

Gefunden fiir 5cem: Berlinerblau 3,646 mg, entsprechend 0,408 mg 5, 
entsprechend 1,542 mg Cystein. 

Berechnet: Berlinerblau 3,654 mg, entsprechend 0,409 mg 5, ent- 
sprechend 1,546 mg Cystein. : 

2. Einwage: 31,03 mg Cysteinchlorhydrat = 23,85 mg Cystein, ent- 
sprechend 6,313 mg 8. Zur Kolorimetrie 5ccm verarbeitet. Standard 
wie oben. Fiir 5 ccm gefunden: Berlinerblau 2,820 mg, berechnet 2,822 mg. 


Wie aus den angefiihrten Analysen ersichtlich, ergibt die derartig 
kolorimetrisch durchgefiihrte Bestimmung des Cysteins Werte, die 
man als theoretisch bezeichnen kann. Bei der enormen Farbkraft 
des Berlinerblaus lieBe sich die Methodik bei Verwendung entsprechender 
Volumina auch fiir minimalste Mengen von Material exakt auswerten. 
Wichtig ist, daB auch hier die Kolorimetrie méglichst innerhalb einer 
halben Stunde nach Zusatz des Reagens durchgefiihrt wird, da sonst 
die Ablesungen infolge Selbstzersetzung des Reagens zu hoch ausfallen. 

Wir haben nun mittels der Formaldehydmethodik die Reduktions- 
werte bei einer Reihe von normalen und stoffwechselgesunden Kranken 
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untersucht und gleichzeitig den Einflu8 verschiedener Ernahrung auf 
das durch Formaldehyd unterdriickbare Reduktionsvermégen bestimmt. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe sind in Tabelle V zusammen- 
gefaBt. Zur Technik der Untersuchungen méchten wir bemerken, dal 
jeweils je 1 bis 2 ccm Harn direkt, bzw. nach Zusatz von 1 ccm 40 °,iger 
Formalinlésung Merck méglichst gleichzeitig nach der im Abschnitt 2 
angegebenen Technik verarbeitet wurde. Die Kolorimetrie war lingstens 
innerhalb 5 Minuten nach Auffiillung bis zur Marke durchgefiihrt. 


Wie aus Tabelle V ersichtlich ist, zeigt die absolute Menge des 
durch Formaldehyd unterdriickbaren Reduktionsvermégens bei ge- 
mischter Ernahrung relativ grobBe Schwankungen. Die Werte liegen 
zwischen 120 und 324mg Berlinerblau, in Prozenten des Gesamt- 
reduktionsvermégens zwischen 8,69 und 18,16°,. Den. niedrigsten 
Wert zeigt eine Adipositas mit an sich niedrigem Gesamtreduktionswert, 
wie iiberhaupt nach unseren Beobachtungen die Werte fiir das Reduk- 
tionsvermégen bei Adipositas im Vergleich zu den Werten, welche bei 
gleich schweren normalen Individuen erhalten wurden, auffallend 
niedrig zu nennen sind. Es legt uns diese Tatsache von neuem die Ver- 
mutung nahe, da es sich bei dem Reduktionswert des Harnes um eine 
den individuellen Stoffwechsel charakterisierende GréBe handelt. 


Der Einflu8 der Erndhrung auf das durch Formaldehyd unter- 
driickbare Reduktionsvermégen zeigt sich besonders deutlich aus den 
Zahlen der Versuche | bis 13. Fleischreiche Erndhrung steigert besonders 
den durch Formaldehyd unterdriickbaren Anteil, gegeniiber den bei 
gemischter Ernahrung gefundenen Werten um iiber 100°. Bei streng 
vegetarischer Ernahrung sehen wir ein Absinken, das jedoch nicht so 
stark ist wie der Abfall des Gesamtréduktionsvermégens, so daB der 
prozentische Anteil des durch Formalin unterdriickten Reduktions- 
vermégens sogar héher ist als an den Tagen mit gemischter Kost. 
Nimmt man an, da fiir den durch Formol nicht beeinfluBten Teil des 
Reduktionsvermégens Polyphenole verantwortlich sind, so wiirde man 
aus diesem Befund auch auf eine exogene Beeinflussung dieses Anteils 
durch die aromatischen Komplexe des EiweiBes schlieBen kénnen. 


Untersucht man die Ausscheidungskurve dieses durch Formalin 
unterdriickbaren Reduktionsvermégens, so zeigt sich, daB auch hier 
die Hauptmenge um die Mittagsstunde ausgeschieden wird. Ein striktes 
Parallelgehen mit dem Gesamtreduktionsvermégen laBt sich jedoch 
keineswegs feststellen. Wir bringen statt weiterer Erérterungen hier 
die Kurven zweier Fille, welche das Gesagte am besten illustrieren 
(s. Abb. 4 und 5). 


Fiir eine relative Unabhdngigkeit der beiden Komponenten sprechen 
auch Versuche, welche wir mit Diureticis an meist kreislaufkranken 
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Abb. 5. Zeichenerklarung siehe Abb. 4. Ausscheidungskurve des durch Formaldehyd 
unterdriickbaren Reduktionsvermigens. Siehe Tabelle V, Nr. 7. 
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Patienten unternommen haben. Wir geben aus unserem Material eine 
kleine Auswahl von Fallen, welche in Tabelle VI zusammengefaBt sind. 

Wie man sieht, ist die unter der Einwirkung der Diuretica beob- 
achtete Steigerung des Reduktionswertes durchaus nicht gleichmabig 
durch beide Komponenten bedingt, vielmehr scheint in einer Anzahl 
von Fallen vorwiegend die durch Formaldehyd unterdriickbare Fraktion 
ausgeschwemmt zu sein. Ganz eigenartige Verhaltnisse scheinen bei 
Leberaffektionen vorzuliegen. Hier sind jedoch die Verhaltnisse durch 
die Gegenwart von Gallenfarbstoff und seinen Abkémmlingen kom- 
pliziert. Wir behalten uns vor, in einer spiateren Mitteilung darauf 
zuriickzukommen. 


V. Die Beziehungen des durch Formaldehyd unterdriickbaren Reduktions- 
vermégens zum Neutralschwefel und zum Urochrom. 

Wie bereits erwahnt, ist das durch Formaldehyd unterdriickbare 
Reduktionsvermégen auf die Gegenwart freier Sulfhydrylgruppen in 
dem reduzierenden Farbstoffkomplex zuriickzufiihren. Andere redu- 
zierende Stoffe werden auch durch iiberschiissiges Formaldehyd nicht 
tangiert. Wir haben nun, von dieser Tatsache ausgehend, nach der im 
vorstehenden Abschnitt entwickelten Berechnungsweise unsere fiir 
Berlinerblau erhaltenen Werte auf Milligramme Schwefel umgerechnet. 
Die Werte sind in den vorletzten Staben der Tabelle V und V1 ersichtlich. 
Die Frage, ob eine derartige Umrechnung ohne weitere experimentelle 
Belege berechtigt ist, glauben wir bejahen zu kénnen; wir wiiBten nicht, 
welche anderen normalen Harnbestandteile fiir die Reaktion in Frage 
kamen. Bilirubin ebenso wie Mesobilirubinogen — wir verdanken das 
letztere Praparat der Liebenswiirdigkeit von Geheimrat Hans Fischer, 
Miinchen — zeigen zwar eme positive Berlinerblaureaktion, welche 
durch Formaldehyd gleichfalls gehemmt wird. Die normalen Mengen 
von Mesobilirubinogen (Urobilinogen) sind jedoch so verschwindend. 
daB sie quantitativ bei unserer Bestimmungsmethode kaum in Rechnung 
fallen. Wie aus den Zahlen hervorgeht, kann dieser derart bestimmte 
Sulfhydrylschwefel nur einen geringen Prozentsatz des gesamten Neutral- 
schwefels ausmachen. Um hieriiber Klarheit zu erhalten, haben wir 
in einigen Fallen die Bestimmung der Schwefelsiurefraktionen und des 
Neutralschwefels nach dem von Folin modifizierten Asbothschen Ver- 
fahren durchgefiihrt. Das nachstehende Beispiel mége als Beleg fiir 
diese Untersuchungen geniigen. 





R. W. Durch Form- 
@iniinn nach aldehyd unter- 
Harnmenge | Gesamt-S rier Neutral-S R. W. Form- driickbares 
5S Ugrs aldehyd R. W. 
ecm 4 g g mg mg mg 


1750 0,903 0,7287 0,1743 1850 1650 225 























a et Me an 8'9F8 1O'NF rt 9% 6682 00st ‘ld £ 
U,)-VULUTe Ze €0°0E 292 S061 OLTZS OOST ‘YY ‘Ad G 
res a 9°969 86°66 Log 0zOT LLET 006 he I 
3 Pi »AYOpye Woe “AN 
2 , 0. OO nuesy- Zudde - e iy t 
Sunyssuuy wosyoo1 YRYeH-S ZudIe BIg awqsouriiog Su -UIe} WEN ea 
We MSuOLNyNpey 
: 
= “ULOULIIB) toq 9}10 MSUOTPYN poy dop UaTBYIVA “IITA 97]9QD,T 
< 
a pan len Te1Z | S'Zal 2601 11eg g0rF Og8T ‘IX ‘FB 
ce Wap) ‘UORyeyUpreyoay_ ‘svytsodipy 8 6F2 FE FT 8ZT colt O&Zl OSOT nae. =: Bw ¢ 
= weBzdqeg woo ¢ 096 ~=—SsT‘eg Z6F Z00G FORE OOTF ‘IX ‘61 
i BuHewwyY HRT r9'OT o6 ZS0Z L¥IZ 06 ‘IX ‘81 
_ ere | oe 1 ee 61 62L SPL. | Ost 1X‘9t “ 9¢ “TH r 
1° ys he 8t6I STITT 866 PECF GEG 09G% ‘IX ‘@I 
5 wastes WOE | Stee | OBS 09% osce 0086 | OMS IX TT 
E Sey[[o1vy —_ —_ OLT 086 OOTT ee ‘IX ‘OI 
| ieee Be ir | a, OLT 090T O8@I 0¢9 x6 “ oo'ar & 
y. WeBitteg ws0 g LL8t | L‘LO1 296 EC8Z cIgg O8Zl ‘IX 9 
: jsOYy OYostues ‘wmostydug l'Pes | PFET OZ! OF9 O92 OOF IX ‘°@ “ CF ae ‘g Zz 
a SHE “Uypyoossqy Lee | OFOFT ara SIcl GLLZ OOTT ‘IX ‘9 
Beilorvy “seysodipy | geet | OTL 9 O@ET FSET OTL ‘IX '§ ‘yer 6F “ad I 
gu 3u | pduopre woo || “IN 
|-wio4t 4 HOLT Bs wed , . 
Sunyiawuy woIyo01) eyIH-sS zusieyiq | euegnounen ou _ -Ulv}{ Jay;y ‘oun | Wea 
WeMsuoyynpey } 


‘ussQULIBASUOHYNpey oavqyonspsezuN pAYyepyeu0g younp SBp jNB BOTjOINIG, Joep gniyuI “PA 27729qD,F 















Reduktionsvermégen des Harns. 317 


S berechnet aus der Berlinerblaumenge 25,2 mg == 14,45°,, des 
Neutralschwefels. 

Zu welcher Fraktion des Neutralschwefels steht nun dieser durch 
die Berlinerblaureaktion bestimmbare Sulfhydrylschwefel in  Be- 
ziehung ? Wenn man die im Neutralschwefel zusammengefabten, zum 
Teil recht fragwiirdigen Komponenten durchmustert, so zeigt sich, 
daB ausschlieBlich das Urochrom Dombrowskis auf Grund seiner positiven 
Nitroprussidreaktion dafiir herangezogen werden kann. Fiir keine der 
beschriebenen Proteinsiuren und fiir keines der diversen anderen 
..Urochrome’: findet sich sonst in der Literatur eine diesbeziigliche 
Angabe. Ohne uns in eine Diskussion iiber das Problem ,,Urochrom*: 
einlassen zu wollen, das auch heute trotz vielfacher Bemiihungen als 
vollkommen ungeklart gelten kann, sind wir von der Arbeitshypothese 
ausgegangen, daB diese durch unsere Methodik erfaBten Sulfhydryl- 
gruppen dem Urochrom zuzuschreiben seien. 


Nun legen in der Literatur Bestimmungen des Urochromschwefels 
in einer Arbeit von M. Weiss! vor, der in einer Reihe von Fallen neben 
dem Neutralschwefel auch den Urochromschwefel in dem nach Dom- 
browski dargestellten Urochromkupfer bestimmt hat. Die von Weiss an- 
gefiihrten Zahlen liegen zwischen 17,3 und 42,9 mg Urochromschwefel; 
als Mittelwert der von ihm angefiihrten fiinf Bestimmungen errechnet 
sich ein Wert von 31,96 mg, der gegeniiber unseren an normalen Fallen 
gefundenen Zahlen relativ hoch ist. Allerdings handelt es sich bei den 
Weissschen Fallen gréB8tenteils um pathologisches Material und der einzige 
,.Normalwert*’ von 39,4mg stammt von einer nicht naher definierten 
Mischprobe von 5 Tagen aus einem Selbstversuch. Bei den Schwankungen, 
welche die Tagesausscheidung dieses Anteils der reduzierenden Harnfarb- 
stoffe zeigt (s. Abb. 4 und 5) ist ein derart hoher Normalwert in einer 
willkiirlichen Mischprobe ohne weiteres méglich. Als prozentischer Durch- 
schnitt ergibt sich aus vier Bestimmungen von Weiss, daB der Urochrom- 
schwefel 14,3°% des Neutralschwefels ausmacht, ein Wert, der wohl nur 


0 


zufallig mit dem von uns ermittelten von 14,45 % iibereinstimmt. 


Wenn man die von uns aus den Berlinerblauwerten errechneten 
Schwefelwerte als durch Urochrom bedingt ansieht, so muB es méglich 
sein, unter Zugrundelegung dieser Zahlen eine Berechnung des Urochroms 
durchzufiihren. Nimmt man fiir das Urochrom einen Schwefelgehalt 


von 5,74°%, — als Mittelwert der beiden Analysen von Dombrowski 
(5,59 bzw. 5.89%) — an, dann errechnen sich aus unseren Zahlen 


Urochromwerte von 233,6 bis 632,2, im Mittel 437.2 mg, Werte, die 
mit den Normalzahlen, welche Dombrowski fiir Urochrom angibt, in 
der GréBenordnung annahernd iibereinstimmen. Um unsere Annahme 
zu stiitzen, haben wir nun in einer Reihe von Fallen die quantitative 
Bestimmung des Urochroms nach Dombrowski in der vereinfachten 


1 Diese Zeitschrift 27, 175, 1910. 
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Form, die ihr von Marischler gegeben wurde, mit dem nach unserer 
Methodik berechneten Urochrom verglichen. Zwei Beispiele mégen 
genugen. 

a) Harnmenge 1300 ccm, zur Urochrombestimmung nach Aus- 
fallen der Harnsaure mit NH,Cl 250 ccm auf 500 verdiinnt, davon je 
250 ccm verarbeitet. 

Titriert 0,01 n Na,8,O, (Mittelwert) 8,925 cem fiir 125 ccm Harn. 
Daraus berechnet Urochrom in der Tagesmenge 703.6 mg. 

Reduktionsbestimmung: Gesamtreduktionsvermégen 1365 mg 
Berlinerblau, nach Formaldehydzusatz 1020 mg Berlinerblau. Differenz 
345 mg Berlinerblau. Aus der Differenz berechnet S = 38,63 mg. 
entsprechend 673.0 mg Urochrom. 

b) Harnmenge 1150 ccm. Verarbeitung wie oben. 

Titriert 0,01 normal Na,8,0, (Mittelwerte) 3,99 ccm fiir 125 ccm 
Harn. Urochrom 277.6 mg in der Tagesmenge. Reduktionsbestimmung : 
Gesamtreduktionsvermégen 1230 mg Berlinerblau. Nach Formaldehyd- 
zusatz 1102 mg Berlinerblau, Differenz 128 mg Berlinerblau. Aus der 
Differenz berechnet S = 14,33 mg, entsprechend 249,7 mg Urochrom. 

Wie aus den angefiihrten Beispielen ersichtlich, zeigen die be- 
rechneten mit den nach Dombrowski gefundenen Werten cine duferst 
giinstige Ubereinstimmung. Die jodometrisch ermittelten Werte liegen 
etwas héher. Im ersten der mitgeteilten Fille betrigt die Differenz 
30,6, im zweiten 27,9 mg, prozentisch betragt die Differenz im ersten 
Falle 4,3, im zweiten 10,5°. Auf Grund dieser Ubereinstimmung 
méchten wir glauben, daB unsere zunichst als Arbeitshypothese auf- 
gestellte Ansicht, daB die aus den Berlinerblauwerten berechnete Schwefel- 
menge auf Urochrom zu beziehen sei, zumindest einen groben Grad von 
Wabrscheinlichkeit fiir sich hat. Inwieweit sich eine derartige Annahme 
auch praktisch-klinisch auswirken und zu einer Vertiefung unserer 
Kenntnisse tiber den intermediaren Stoffwechsel fiihren kann, miissen 
Beobachtungen an einem gréBeren klinischen Material erweisen. Wir 
wollen in diesem Zusammenhang nur kurz einige Beobachtungen bei 
Carcinom mitteilen (s. Tabelle VII). 

Wie aus den wenigen Fallen hervorgeht, zeigen die drei verwert- 
baren Fille durchweg héhere Zahlen fiir das durch Formaldehyd 
unterdriickbare Reduktionsvermégen. Auch die daraus berechneten 
Schwefelwerte, ebenso wie die berechneten Urochromwerte sind als 
hoch zu bezeichnen. Es wiirde das mit der von M. Weiss kolorimetrisch 
bei kachektischen Krebskranken festgestellten Vermehrung des Uro- 
chroms tbereinstimmen. 

Wir sind uns wohl bewuBt, daB unsere hier vorliegenden Unter- 
suchungen durchaus nichts AbschlieBendes bedeuten, sind wir doch 
vorlaufig die Antwort auf die wichtigste Frage nach der Natur der 
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reduzierenden Harnfarbstoffe schuldig geblieben. Immerhin méchten 
wir aber glauben, da® die quantitative Verfolgung des Reduktions- 
vermégens und seine Trennung durch Formaldehyd einen kleinen 
Schritt vorwirts bedeutet auf diesem ebenso interessanten wie dunklen 
Gebiete der Harnchemie. 


Zusammenfassung. 


1. Die das Reduktionsvermégen des normalen Harns bedingenden 
Farbstoffe lassen sich aus alkoholischer Lésung durch methyl- 
alkoholischen Barytin Form eines amorphen Bariumsalzes niederschlagen. 
Charakteristisch fiir diese Gruppe von Farbstoffen ist auBer der 
Reduktion von Ferrichlorid-Ferricyanid und ammoniakalischer Silber- 
lésung ihr durch die positive Nitroprussidreaktion und die J odazid probe 
nach Feigl nachweisbarer Gehalt an freien Sulfhydrylgruppen. 

2. Zur exakten Bestimmung des Reduktionswertes des Harns 
wird eine kolorimetrische Methode angegeben, welche es gestattet, den 
Reduktionswert in Milligrammen Berlinerblau auszudriicken. 

3. Mit dieser Methodik wird der Reduktionswert des Harns bei 
einer Reihe normaler, stoffwechselgesunder Individuen bestimmt. Be- 
merkenswert ist die Konstanz, welche der Reduktionswert fiir ein und 
dasselbe Individuum bei gleichen auBeren Bedingungen, durch Monate 
hindurch verfolgt, zeigt. Eiweifreiche Erndhrung steigert das Reduk- 
tionsvermégen, bei eiweifarmer vegetarischer Erndhrung laBt sich ein 
deutlicher Abfall feststellen. 

4. Durch Formaldehyd wird ein Teil des Reduktionsvermégens 
unterdriickt. Das Verhalten dieses auf die Gegenwart freier Sulfhydryl- 
gruppen zuriickzufiihrenden Anteils des Reduktionsvermégens wird 
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen untersucht. Es er- 
gibt sich, daB dieser Teil vielleicht in noch starkerem Mabe als das 
gesamte Reduktionsvermégen durch eiweibreiche Ernihrung _be- 
einfluBt wird. 

5. Unter der Annahme, daB das durch Formaldehyd unterdriick- 
bare Reduktionsvermégen durch Sulfhydrylgruppen bedingt sei, werden 
die fiir diesen Anteil ermittelten Berlinerblauwerte auf Schwefel um- 
gerechnet. Dabei zeigt sich eine auffallige Ubereinstimmung mit den 
in der Literatur angegebenen Werten fiir Urochromschwefel. Die aus 
den Schwefelwerten berechneten Urochromwerte zeigen eine giinstige 
Ubereinstimmung mit den nach Dombrowski-Marischler ermittelten 
Urochromzahlen. Das durch Formaldehyd unterdriickbare Reduktions- 
vermégen kann méglicherweise als Basis fiir eine einfache Urochrom- 
bestimmung dienen. 
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Uber die Wirkung der Kationenverschiebung in der Ringerlésung 
auf den peripheren Nerven. 


Von 
Bruno Misske. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Unter den im Organismus, besonders in den Koérperfliissigkeiten, 
vorkommenden [onen sind zweifellos das Natrium-, das Kalium- und das 
Calciumion die wichtigsten. Das Wesentliche ist jedoch nicht nur darin 
gelegen, da die Ionen tiberhaupt vorhanden sind, sondern daB sie 
in einem bestimmten Mischungsverhaltnis der Zelle dargeboten werden. 
Jede Anderung der Konzentration eines Ions, eines Salzbestandteiles, 
fiihrt zu einer Anderung des Gleichgewichts. Stérungen in diesen 
Ionengleichgewichten sind daher von mehr oder weniger auffallenden 
Funktionsinderungen begleitet. Wichtig ist ferner, daB zwischen 
der Wirkung der einzelnen Ionen, die hier in Betracht kommen, ein 
ausgesprochener Antagonismus besteht, wie dies bereits aus den grund- 
legenden Untersuchungen Jaques Loebs an befruchteten Fundulus- 
eiern hervorgeht. Wie eine Anderung eines ,,Salzmediums‘ auf den 
Ablauf eines Lebensvorganges wirkt, ist bereits Gegenstand vieler 
Untersuchungen gewesen. Hier sei nur an die bedeutenden Arbeiten 
von Overton und Loeb erinnert. Auch in der letzten Zeit ist die Wirkung 
der im Blute vorkommenden anorganischen Salze Gegenstand er- 
héhten Interesses geworden. 

So wurde bereits vor einiger Zeit auf Anregung von Herrn Prof. 
Kochmann von Friedr. Holub die Wirkung der Ionenverschiebung 
in der Ringerlésung auf den nach der Methode von Magnus-Kehrer 
isolierten Uterus von Meerschweinchen gepriift. W. Wagner! zeigte 
die Wirkung des ,,Kationenmilieus‘“ an der glatten Muskulatur des 
Froschésophagus. Die Versuche von Fr. Holub wurden von M. Koch- 
mann? noch erweitert und erginzt. In der zweiten Arbeit® wurde 
das von 8. Loewe* empfohlene graphische Hilfsmittel zum Studium 


1 W. Wagner, diese Zeitschr. 172, 149, 1926. 
2 M. Kochmann, ebendaselbst 161, 390, 1926. 
3 Derselbe, ebendaselbst 170, 230, 1926. 

4 S. Loewe, ebendaselbst 167, 92, 1926. 
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von Gleichgewichtsstérungen in der Zusammensetzung biologischer 
Salzlésungen, das dreiachsige Koordinatensystem, mit Erfolg benutzt. 
Mit Hilfe dieses Schemas, das die Mischungsméglichkeiten zwischen 
je drei Ionenbestandteilen ins Auge faBbt, kann man die drei Ionen 
beliebig miteinander mischen, ohne die Isotonie zu verletzen, indem 
man sich einen beliebigen Punkt in dem Dreieck heraussucht und in 
dem dreiachsigen Koordinatensystem die Konzentration abliest. 
Uberdies hat diese graphische Darstellung den Vorteil, uns einen 
schnellen Uberblick iiber eine beliebig gro®e Anzahl von Einzel- 
ergebnissen zu ermdéglichen, die sonst nur in langen Aufzihlungen 
berichtet werden kénnten. 


Es erschien mir nun auf Anregung von Herrn Prof. Kochmann 
der Miihe wert, mit Hilfe des von S. Loewe angegebenen Schemas 
die Wirkung der Kationen Natrium, Kalium und Calcium auf den 
peripheren Nerven von Rana temporaria zu untersuchen. Die Unter- 
suchungen wurden in den Monaten Juli und August mit wenigen Aus- 
nahmen an mannlichen Fréschen angestellt. 


Technik der Versuche. 

Der Nervus ischiadicus wurde in der iiblichen Weise in seiner ganzen 
Ausdehnung freigelegt. Wahrend an seinem zentralen Ende ein Stiickchen 
Wirbelsaéule gelassen wurde, stand das periphere Ende im Zusammenhang 
mit der gesamten Muskulatur des Unterschenkels. Das so _ erhaltene 
Praéparat blieb nach der Préparation zunéchst 1 Stunde und dariiber in 
der von de Boer! angegebenen Sommerringerlésung, die folgende Zusammen- 
setzung hatte: 


Fon) aa a 
Re ee a 0,05 
i 0,25 
PR rns CS eke eee el 0,2 


SRG 2 tl te 


Dann wurde der Nerv zur Reizung auf einen Mommsenschen Reiz- 
tisch so hingelegt, da immer die gleiche Nervenstrecke — in unserem 
Falle die Mitte des Nerven — gereizt wurde. Hiernach wurden die Praparate 
so gelagert, das der Unterschenkel auf einem kleinen Tischchen ruhte, 
wahrend der Nerv in einem kleinen Reagenzglas hing, das die betreffende 
Lésung enthielt. Fiir einen Versuch wurden 10 Praéparate benutzt, von 
denen zwei in Normalringerlésung zum Vergleich dienten, wahrend die 
Nerven der anderen bestimmten Konzentrationen der Salze ausgesetzt 
wurden. Das Ganze wurde in einer feuchten Kammer aufgestellt, um 
eine Eintrocknung zu vermeiden. Bei Beobachtung dieser Vorsichts- 
mabregel behielten die Praparate im allgemeinen 24 Stunden und linger 
ihre Erregbarkeit. Infolgedessen konnten die Versuche auf diese Zeit 
ausgedehnt werden. Die Temperatur — die Versuche wurden im Keller 
ausgeftihrt — betrug durchschnittlich 14 bis 17° C, so da’ auch von diesem 


1 S.de Boer, Arch. Nerl. physiol. Bd. IT, Heft 3, 8. 352. 
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Standpunkt aus die Ergebnisse miteinander vergleichbar sind. Je nach 
Austall der Reaktion wurde das Praéparat in Absténden von 10 Minuten 
bis zu 2 Stunden und linger gereize. Die Lésungen wurden wahrend der 
Versuche mehrmals erneuert. 

Bei den Versuchen wurde der faradische Strom eines nach Kochmann 
und Heinroth! geeichten du Bow-Reymondschen Schlittenapparates benutzt, 
wobei der Umstand beriicksichtigt wurde, daB die Stromintensitat nicht in 
einem proportionalen Verhaltnis zur Verminderung des Abstandes der beiden 
Spulen zunimmt und infolgedessen der Stromzuwachs fiir je 1 em Annéherung 
der Spulen durchaus nicht der gleiche ist. Dieser Zuwachs wird um so 
gréBer, jo mehr die Sekundérspule der priméren genéhert wird, und geht 
bei graphischer Darstellung in Form einer steil ansteigenden Kurve vor 
sich. Wie die von Kochmann und Heinroth in der Zeitschrift fiir die ge- 
samte experimentelle Medizin veréffentlichte Kurve ergibt, stimmt die 
auf diese Weise erhaltene Eichung gut mit den Werten iiberein, die auf 
rein physikalischem Wege gewonnen wurden. 

Es sei noch erwéhnt, dal durch langsame, gleichmaSige Annaiherung 
der sekundaren Spule der Strom so lange verstarkt wurde, bis die Muskulatur 
des FuBes auf dem Reiztisch eine deutliche Zuckung gab. Die so durch 
ein Einschleichen des Stromes erhaltenen Werte wurden unter Beriick- 
sichtigung der Zeit notiert. Als erloschen galt die Erregbarkeit, wenn 
bei tibereinandergeschobenen Rollen des Schlittenapparates, d.h. beim 
Rollenabstand 0 em 1000 Reizeinheiten, keine Zuckung der Muskulatur 
mehr auszulésen war. In diesem Falle wurde dann die Versuchslésung 
gegen die normale Ringerlésung ausgetauscht, um zu priifen, ob sich eine 
Reversibilitat des gelihmten Nerven einstellen wiirde. Es mége jetzt 
ein Beispiel folgen: 


Nr. 1. Nervmuskelpraéparat von Rana temp. 
Versuchslésung: 50% NaCl; 25% KCl; 25% CaCl,. 





Nerv Muskel 
én poms Einheiten nema Einheiten cep racecaie 
“em em 
Std. Min. : 
Re Nach Priparation in Sommer- 
Ringerlisung. 
35.2 0,65 14,3 30.6 1. Reizung. 
Nach 30 5,1 | 545,1 Versuchslisung. 
" 64 3,5 | 691,5 
es ei 3,0 | 736,0 
. 2 04 — _ 13,4 43,2 Nery voéllig unerregbar. 
Nach 30 18,5 10,0 Austausch der Versuchslisung 
o 60 21.5 5,25 gegen Sommer-Ringerlisung. 
, 2 2 21,9 4,60 
eager 21,2 5,70 
ee 21,5 5,25 14,0 33,0 
iM 22,5 4,25 14,2 31,4 
1 


M. Kochmann und H. Heinroth, Zeitschr. ft. d. ges. exper. Med. 
1926, S. 603. 
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Praparat Nr. 2. 


Versuchslésung: 50% NaCl; 25% KCl; 25% CaCly,. 





Nery Muskel 
a ll sbetend Einheiten none Einheiten nee 
cm em 
Std. Min. 
1 25 | Nach Priparation in Sommer- 
Ringerlisung 
37,4 0,48 16.5 17,0 ,1. Reizung. 
Nach 30 35,2 0,65 Versuchslisung 
" 64 30,4 1,29 
— oc 26,0 2,26 
2 34 3,0 736,0 
ae ae — — 16,0 19,0 
Austausch der Versuchslisung 
Nach 1 20 20.0 7.0 gegen Sommer-Ringerlisung 
— 23,0 4,0 
a. 21.1 5,85 16,7 16,2 
> oe 19,2 8,6 16,6 16,6 


Kontrollpraparat in Normalringerlosung. 


1 25 
35.9 0,598 13.2 46.6 1. Reizung. 
Nach 33 37,2 0,494 
” . 63 37,6 0,462 Sommer-Ringerlisung. 
ss A B® 37,2 0,494 
» 2 380 34,0 0,77 
, 4 80) 362 0,57 
» o& 8 36,2 0,57 
. 7 i 867 0,534 140 330 


Die Ergebnisse wurden in das von Loewe angegebene dreiachsige 
Koordinatensystem eingetragen. In dem Diagramm (Abb. 1) stellen 
die Eckpunkte A, B und C die Konzentrationen von Natrium-, Kalium- 
und Calciumchlorid dar, wenn jedes der drei Salze allein (gleich 100°.) 
die Isotonie zu bestreiten hatte. Die Seiten des gleichschenkligen 
Dreiecks bezeichnen die Abszissen des Koordinatensystems: AC fiir 
Natrium, A B fiir Kalium und BC fiir Calcium. Die in den drei Eck- 
punkten errichteten Senkrechten sind die Ordinaten, und zwar ist die 
in A errichtete die Natrium-, die in B errichtete die Kalium- und die 
in C errichtete die Calciumordinate. Der normale Gehalt der drei 
Kationen in der Ringerlésung wird durch die stark gezogenen Linien 
gegeben, deren Schnittpunkt S. Loewe als ,,Eukrasiepunkt* bezeichnet, 
d. h. den Punkt, in dem das Mischungsverhaltnis genau dem physio- 
logischen Ionengleichgewicht und mithin den Mengenverhaltnissen 
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der drei Kationen der normalen Ringerlésung entspricht. Von 
diesem Punkte abgesehen, stellt jeder Punkt des Koordinaten- 
systems ein zwar isotonisches, aber ,,dyskrates‘‘ Gemisch dar. Loewe 
bezeichnet daher alle diese Punkte, die von dem normalen Ge- 
halt abweichende Mischungen der drei Kationen bezeichnen, in 
dem Dreieck als Dyskrasiepunkte. Die Verbindungslinie der Ecken 
mit dem Eukrasiepunkt und ihre Verlingerung iiber den Eukrasie- 
punkt hinaus umfabt diejenigen Punkte im Schema, die Konzentrationen 
ergeben, in denen zwei Kationen sich in dem gleichen Verhiltnis be- 
finden wie in der Ringerlésung. 

In dem System ist eine deutliche Steigerung der Erregbarkeit 
des Nerven mit einem +-, eine schwache mit (+-), eine Lahmung mit =, 
eine deutliche Verminderung der Erregbarkeit mit —, eine schwache 
mit (—), keine Veriinderung gegeniiber der Kontrolle mit 0 bezeichnet. 
Ist nach einer anfainglichen Steigerung der Erregbarkeit ein Abfall 














eingetreten, so wurde das mit + bezeichnet. 
%Na Cl B 
4 + 
-” Nall 0 
90 , rf oR ie 
80 - x 
70 —-- : 
60 nee war Os 
50} _———-=fa_{={ = 
¢0}--—— ‘= ee 
30+- K— 4K — 
\s 3 
— ——-—_—_— * 
20 ey 7 
10} _ $—*_*-_-*_ ++-*+- * 
0 © aT Ss \ -\ 
A100 9 8 7 60 50 ¥0 30 20 0M 0 C 
% Calle Abb. 1. 


Aus dem Schema kann man folgendes ablesen: 

Sind saimtliche Kationen der Normalringerlésung durch NaCl 
ersetzt, so tritt eine deutliche, bis zu 24 Stunden und dariiber anhaltende 
Erhéhung der Erregbarkeit ein. Im Versuch kommt es sogar zu fibrillaren 
Zuckungen der Muskulatur, d.h. zu einer Erregung der Muskeln, die 
unter dem EinfluB einer derartigen Lésung auf den Nerven lebhaft zu 
zittern beginnen, so daB sich die Zehen bewegen und auch der ganze 
Unterschenkel ab und zu in schleudernde Bewegung gerat. 

Bestreitet KCl allein die Isotonie, so tritt schon nach ganz kurzer 
Zeit (15 Minuten) eine Lahmung des Nerven ein, die jedoch vollig 
reversibel ist. 
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Bei reiner Calciumchloridlésung tritt ebenfalls eine Lihmung des 
Nerven ein, die aber langsamer erfolgt (7 Stunden) und nur zum Teil 


reversibel ist. 


Sind nur zwei Kationen in der Lésung vertreten, so ist bei Fehlen 
des Natriumchlorids, Linie AC, stets eine véllige Lahmung des Nerven 
vorhanden, die um so schneller eintritt, je mehr sich die Punkte der 
Ecke C (gleich 100°, KCl) nahern. 
steigende Reversibilitat, die bei fallendem CaCl,-Gehalt immer voll- 


standiger wird. 


Hand in Hand damit geht eine 


Bei Abwesenheit von CaCl, ist auf der Linie BC eine sehr charak- 
teristische Anderung in der Nervenerregbarkeit festzustellen. Wiahrend 
namlich im unteren Teil der Linie noch eine Lahmung des Nerven zu 
verzeichnen ist, kommt es im oberen Teil der Linie, also bei sehr hohem 
Natriumchlorid- und geringem Kaliumgehalt der Lésung zu einem 
Umschlag der Wirkung insofern, als eine Erhéhung der Erregbarkeit 
des Nerven bis zu 24 Stunden eintritt (oberhalb 97,5 °,, NaCl-Gehalt). 
Der Umschlag von Lahmung in Erhéhung der Erregbarkeit tritt zwar 
allmahlich, aber doch in einem eng umschriebenen Bezirk auf, wie aus 


Praéparat Nr. 3. 


Versuchslésung: 93% NaCl; 7% KCl. 





Nerv 
Zeitpunkt aoe 
der Reizung abstand Einheiten 
em 
Std. Min. 
1 25 ‘ 
33,0 0.87 
Nach 2 44,0 < 0,15 
45,0 
30 | , 0,15 
go 43.0 < 0,15 
50,0 
5 ’ 0, 
) 45.2 < 0,15 
. 48,0 
( 
( 44.0 < 0,15 
| 47,0 
eM) So 
43,0 
9 [ ini A 
oe. we] 
oo 11,5 98.5 
» 24 0 1000.0 
20,5 


Nach 1 


, Ss 22,0 
oe 18,5 


Muskel 
Rollen- |... 
abotend | _Ein- 

heiten 
em 
14,0 33,3 
14,0 33,0 
14,0 33,0 
14,2 31,4 
13.9 34,7 


Bemerkungen 


Nach Priparation in Sommer- 
Ringerlésung 


1. Reizung. 


Versuchslisung 


Erste Ziffer 
= fibrillire Zuckung in 
den Zehen 
Zweite Ziffer 
= deutlicher Ausschlag. 


Wechse!l ! 


Normalringerlisung 
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Praparat Nr. 3 (Fortsetzung). 
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Versuchslésung: 93% NaCl; 7% KCI. 





Nerv Muskel 
Zeitpunkt ollen- ollen- »merk e 
der Seleuns oo oe | Kinheiten a Rd Bemerkungen 
em em 
Std. Min. 
Nach 5 21,4 13,3 44,9 
“4 : ae Nach Priparation in Sommer- 
Ringerlésung. 
34,6 0,71 20,5 6,5 1. Reizung. 
Nach 2 36,2 0.57 Versuchslisung. 
eo oe 37,0 0,51 
as al 37,0 0.51 
- i 408 0,39 
. “A ae 0,29 
™ 8 41,0 0,23 
_ 8 80 41,5 0,15 
41,0 0,23 
» 12 37,5 047 175 13,0 
» 28 16,0 19,0 15.8 20.2 
» 23 30 se 15,3 23,2 Nerv unerregbar. 
Wechsel der Versuchslisung 
Nach 1 31.0 1.15 auf Normalringerlisung 
2 33,5 0,82 
3 30,3 1,31 15,5 22,0 
Std. Min. Kontrollpraparat in Normalringer] jsung 
1 24 Nach Priiparation in Sommer- 
Ringerlisung. 
37,6 0,46 18,3 10,4 || 3. Reizune. 
Nach 2 35,6 0,62 
R 4 30 34.8 0.69 Sommer-Ringerlisung 
_ » 35,2 0,65 
— * 34,8 0,69 
ae 35,2 0,65 
a 34,5 0,72 
» 12 34,0 0,77 17,0 15,0 
» 2 31,2 1,11 16,6 16,6 
‘a 29,0 1,59 
» oo 29,5 1,48 
» 28,3 1,75 
ej 28,8 1,64 
» 29 28,6 1,68 13,7 88,1 


den Zeichen auf der Linie C B zu erkennen ist. So tritt z. B. bei einer 
Lésung von 93°, NaCl= 7°, KCl zuerst eine Erhéhung der Erreg- 
barkeit ein, der dann — allerdings erst nach langerer Zeit — ein Abfall 
folgt. Dasselbe ist auch noch bei 95°, NaCl-Gehalt der Fall. 





~~ ena A - 


~ 
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Bei Fehlen des Kaliumchlorids, Linie AB, ist im unteren Teile 
ebenfalls eine Nervenlahmung sichtbar. Am besten kann man hier 
den Einflu8 der Mischung beider Ionen (Natrium und Calcium) iiber- 
sehen, wenn man vom FuBpunkt der Natriumordinate aus emporsteigt. 
Wir haben zunichst véllige Lahmung des Nerven, dann bei einem 
Natriumgehalt von 75°,, — Abnahme der Erregbarkeit, die nicht bis 
zu volliger Lahmung fiihrt, bis schlieBlich bei einem NaCl-Gehalt von 
90 °, keine wesentliche Veranderung mehr gegeniiber der Kontrolle 
oder nur noch eine geringe Herabsetzung der Erregbarkeit festzustellen 
ist. Es scheint hier der Grenzpunkt zu sein, da jenseits davon eine 
Anderung gegeniiber dem Vergleichspraparat nicht mehr zu beobachten 
ist. Trotz eines immerhin noch relativ hohen Gehalts an Calcium kann 
sich also hier der dampfende EinfluB des Caleciums nicht mehr geltend 
machen. Diese Aufhebung des dampfenden Einflusses findet sich auch 
bei weiterem Ansteigen der Natriumwerte bis 99 °,, und entsprechendem 
Absinken der Calciumwerte auf 1°. 





8 


Reizeinheiten 
= 














J 
205 2 4 6 8 1 12 % 1% 78 20 22 & 
Stunden 


Abb. 2. 
Graphische Darstellung der Wirkung von 99°/, NaCl +1°/9 CaCl, auf den Nerven (1—4), 
--—-— Nerv in Normalringerlisung. . 


Bei weiteren Betrachtungen interessiert vor allem, die Linie des 
normalen Kalium- und Calciumgehaltes zu verfolgen. 


Auf der normalen Kaliumlinie und auch der Linie, die die Halfte 
des normalen Kaliumgehaltes bezeichnet und in der Mitte zwischen 
der Kaliumabszisse und -linie liegt, ergeben sich im wesentlichen die- 
selben Verhaltnisse, wie wenn man die Kaliumabszisse von A aus verfolgt. 
Auch eine Steigerung des Kaliumgehaltes iiber die Norm hinaus bringt 
keine Anderung im Zustande des Nerven, auch nicht hinsichtlich der 
Reversibilitat. 


Auch auf der Calciumlinie und der Linie, die der Halfte des normalen 
Calciumgehaltes entspricht und in der Mitte zwischen BC und der 
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Calciumlinie liegt, sind im unteren Teil ahnliche Verhaltnisse. Nur im 
oberen Teil, d. h. bei Zunahme der Natrium- und Abnahme der Kalium- 
ionen sind insofern Unterschiede vorhanden, als auf der Linie, die 
90°,, NaCl anzeigt, bei Anwesenheit des normalen Calciumchlorid- 
gehaltes keine wesentliche Anderung der normalen Erregbarkeit mehr 
eintritt, waihrend auf dieser Linie bei Calciumfreiheit noch eine 
Lihmung des Nerven zu verzeichnen ist. 

Im Mittelfeld zeigen die Zeichen iiberall eine Lahmung an, die bei 
Anniaherung an die Calciumabszisse immer schneller eintritt, was 
durchaus den zunebmenden Werten an Kalium bei gleichzeitig ab- 
nehmendem Calcium entspricht. Auch ist in diesem Falle die Erholung 
des vorher gelihmten Nerven besser, 

Bei der Linie von 90 °., NaCl beobachtet man bei gleichem Kalium- 
und Calciumgehalt bis zu 21 Stunden keine Abweichung vom Ver- 
gleichspriparat, nach dieser Zeit jedoch eine Lahmung des Nerven, 
die anscheinend nicht mehr reversibel ist. 

Eine besondere Beachtung erfordern die Mischungen, die in der 
Nahe des Eukrasiepunktes gelegen sind und fiir die Diagramm 2 (Abb. 3) 


%NaCl 


100 
a 


98 


















W Sod 
(-)10 ¥CaCl, 8 6 4 2 0 
Abb. 3. 


als Anhalt dienen mag. Sie zeigen alle keine Verainderung der normalen 
Erregbarkeit an. Eine solche macht sich erst bei Verminderung der 
Calciumionen und Vermehrung der Kaliumionen bemerkbar. In dem 
Trapez, das von den Seiten des Dreiecks AB und BC, sowie der nor- 
malen NaCl-Linie und der Linie gebildet wird, die einem Calcium- 
chloridgehalt von 0,5 °, entspricht, ist die Erregbarkeit deutlich erhéht. 

Dagegen ist bereits der normale sowie der auf die Halfte ver- 
minderte Calciumgehalt imstande, die Vorgainge in der Weise zu be- 














ei 
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einflussen, daB die Erregbarkeitssteigerung nur eine ganz geringe ist 
oder iiberhaupt keine Anderung gegeniiber der Kontrolle sich einstellt. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe des dreiachsigen Koordinatensystems lassen sich 
alle nur irgend méglichen Mischungsverhaltnisse der drei Kationen der 
Ringerlésung bei Wahrung der Isotonie fiir den peripheren Nerven 
festlegen und ihre Wirkungen feststellen. 

2. Auf der Linie A B (Fehlen des Kaliumchlorids) und BC (Fehlen 
des Calciumchlorids) des Diagramms lassen sich mit steigendem NaCl- 
Gehalt charakteristische Umschlagspunkte der Wirkung zeigen. 

3. Die Lahmung des Nerven tritt bei hohen KCl-Werten schneller 
ein als bei entsprechenden CaCl,-Werten, wobei die Reversibilitat bei 
steigendem CaCl,-Werte unvollstandig wird. 

4. Die Konzentrationsanderungen, die bereits einen Umschlag in 
der Wirkung (Erregbarkeitssteigerung — keine Verinderung — Lih- 
mung) hervorrufen, sind auBerordentlich gering. 

5. Die drei Ionen wirken zusammen und miteinander ; ihre Wirkung 
ist voneinander abhangig. Nicht nur Kalium und Calcium sind Anta- 
gonisten, sondern es kénnen sich bis zu einem gewissen Grade auch 
Natrium und Kalium, sowie Natrium und Calcium antagonistisch 
verhalten. Andererseits kénnen diese Ionen sich auch synergetisch 
vertreten. 








Uber die Wirkung der Kationenverschiebung in der Ringerlésung 
auf die quergestreifte Muskulatur. 


Von 
Bruno Misske. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Eingegangen am 14. Januar 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber die Wirkung der Kationen Natrium, Kalium und Calcium 
auf die quergestreifte Muskulatur sind bereits zahlreiche Arbeiten 
veréffentlicht worden, so daB es iiberfliissig erscheinen kénnte, zu den 
vorhandenen Untersuchungen noch eine neue hinzuzufiigen. Es sei 
nur an die grundlegenden Arbeiten von Loeb und Overton erinnert. 
Wahrend aber die friiheren Forscher nicht alle Méglichkeiten des 
Mischungsverhaltnisses der drei Kationen erschépften und auch nicht 
mit vollkommen isotonischen Lésungen arbeiteten, so bildet dies gerade 
den Kernpunkt dieser Abhandlung. 

Die Versuche wurden in den Monaten November und Dezember 
an Winterfréschen (Rana temporaria), und zwar hauptsachlich an 
mannlichen Fréschen angestellt bei einer Zimmertemperatur von 
16 bis 19°C. 

Zu den Untersuchungen wurden der lange, platte Musculus sartorius 
und der lange, diinne Musculus semitendinosus benutzt, da diese wegen 
ihrer geringen Dicke den Vorteil bieten, dab ein Jonengleichgewicht 
zwischen ihnen und der sie umgebenden Lésung viel schneller erreicht 
wird als bei einem Gastrocnemius oder ahnlichen Muskeln. 


Technik. 


An dem distalen Ende des M. sartorius wurde zur besseren Hand- 
habung ein Stiickchen Tibia gelassen, an dem distalen Ende des M. semiten- 
dinosus ein Stiickchen Femur. Unmittelbar nach der Préparation kamen 
die Muskeln bis zum Beginn des eigentlichen Versuchs in eine Ringer- 
lésung, die folgende Zusammensetzung hatte: 


EUR ee a MA, ge be a 6,0 
8 Tg ae ae i, ae ee eS 0,42 
SO NES Senne eer ea 0,24 
CT ea we a eo) «sa 0,2 


aes ee ee ee 
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Dann wurde der Muskel auf dem Mommsenschen Reiztisch direkt 
gereizt, wobei Wert darauf gelegt wurde, dal} immer dieselbe Muskelstrecke 
auf die Platinelektroden zu liegen kam. Hiernach wurden die Praparate 
in Reagenzglaschen gehangt, die mit den betreffenden Lésungen beschickt 
worden waren. Fiir einen Versuch wurden zehn Préparate benutzt, von denen 
zwei in Normalringerlésung zum Vergleich dienten. Die Versuche wurden 
auf 24 Stunden ausgedehnt. Je nach Ausfall der Reaktion wurden die 
Praiparate in Abstaénden von 15 Minuten b's zu mehreren Stunden gereizt, 
wobei die Lésungen erneuert wurden. Zur Priifung der Erregbarkeit 
(Minimalzuckung) diente der nach der Methode von Kochmann und Heinroth 
geeichte du Bois-Reymondsche Schlittenapparat, der relative Reizeinheiten 
angibt. Die Ergebnisse wurden in das Loewesche dreiachsige Koordinaten- 
system eingetragen. Die Erregbarkeit galt als erloschen, wenn bei tiber- 
einander geschobenen Rollen des Schlittenapparates keine Kontraktion 
der Muskulatur mehr auszulésen war. In diesem Falle wurde dann die 
Versuchslésung gegen die normale Ringerlésung ausgetauscht, um fest- 
zustellen, ob sich die elektrische Erregbarkeit in der Ringerlésung wieder 
herstellen wiirde. Bei den Versuchen wurde in erster Linie die Erregbarkeit 
beriicksichtigt, weniger die Kontraktilitaét, wahrend die Tonusveranderungen 
ganz vernachlassigt wurden. 

Zum Verstandnis des Diagrammes und der Bezeichnungen sei 
auf die vorhergehende Mitteilung verwiesen. 

Folgende Versuchsergebnisse wurden erzielt : 

Ist nur Natriumchlorid zu 100 °,, in der Lésung, so tritt eine deutliche 
Erhéhung der Erregbarkeit ein. Die Muskeln geraten gleichzeitig in 
fibrillare Zuckungen, die noch nach Stunden zu beobachten sind. 

Sind simtliche Kationen der Ringerlésung durch Kaliumchlorid 
ersetzt, so tritt schon nach wenigen Minuten (innerhalb 15 Minuten) 
eine Unerregbarkeit des Muskels ein, die ebenso wie beim Nerven vollig 
reversibel ist. 

Bei alleiniger: Anwesenheit von Calciumchtorid tritt eine aus- 
gesprochene Kontraktur des Muskels ein. Selbst auf starkste elektrische 
Reize reagiert der kontrahierte Muskel nicht mehr. Nach Ubertragung 
in Normalringerlésung wird die Kontraktur nicht mehr wesentlich 
aufgehoben; jedoch reagiert der Muskel dann wieder auf starke elek- 
trische Reize, aber nur mit traiger, wurmférmiger, wenig ausgiebiger 
Kontraktion. 

Befindet sich in der Lésung nur Kalium und Calcium, so kommt 
es stets zu einer ausgesprochenen Kontraktur des Muskels, wobei es 
gleichgiiltig ist, in welchem Mischungsverhiltnis Kalium und Calcium 
vorhanden sind. Die Kontraktur bildet sich auBerordentlich rasch aus. 
Infolgedessen vermindert sich die Erregbarkeit durch den elektrischen 
Strom derart, daB nur noch starke Stréme zu einer Zuckung fiihren, die 
auBerdem mit zunehmendem Kontraktionszustand triage und wurm- 
férmig wird, um schlieBlich vollstandig auszubleiben. Zu einer Er- 
holung des Muskels in Ringerlésung kommt es nie. 
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Bei Fehlen des Calciumchlorids, in dem Dreieck Linie BC, ist 
eine Lahmung des Muskels festzustellen, die mit fallendem KCl-Gehalt 
und steigendem NaCl-Gehalt immer spiter einsetzt. Interessant ist 
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Abb. 1. Diagramm nach Loewe. 
+ Erhéhung der Erregbarkeit. (—) Schwache Herabsetzung d. Erregbarkeit. 
(+) Schwache Erhéhung der Erregbarkeit. = Li&hmung. 
— Deutliche Herabsetzung der Erregbarkeit. > Kontraktur. © Keine Veriinderung, 


es, die Verhaltnisse im oberen Teile der Linie BC zu verfolgen. Man 
sieht hier deutlich, wie sich allmahlich ein Ubergang vollzieht: bei 92°, 
noch véllige Lahmung des Muskels, dann allmahlich nur noch Abnahme 
der Muskelerregbarkeit, bis schlieBlich oberhalb 96°, NaCl-Gehalt 
keine Veranderung der Erregbarkeit gegeniiber der Kontrolle mehr fest- 
zustellen ist. Eine Erregbarkeitssteigerung findet sich auf der Linie BC 
erst ganz in der Nahe des Punktes B. Kommt es auf dieser Linie zu 
einer Lahmung des Muskels, so erholt sich der Muskel nach Zuriick- 
versetzen in Ringerlésung nach einiger Zeit stets vollstandig. 

Bei Abwesenheit des KCl, Linie A B, ist im unteren Teil der Linie 
stets eine Kontrakturbildung des Muskels festzustellen, die sich um so 
langsamer einstellt und um so weniger auspragt, je mehr der CaCl,- 
Gehalt abnimmt und der NaCl-Gehalt steigt. Mit Zunahme des Kon 
traktionszustandes erfaihrt die elektrische Erregbarkeit eine Ver- 
anderung insofern, als nur noch durch starke Reize eine Kontraktion 
auszulésen ist, die auBerdem triage und wurmférmig wird, um schlieBlich 
zu erléschen. Ubertrigt man den Muskel sofort in Ringerlésung, so 
erholt er sich trotz mehrmaligen Wechsels der Ringerlésung nie, sondern 
weist stets eine dauernde Schiadigung auf. Bei einem Gehalt von etwa 
80 bis 85 °,, Natriumchlorid findet sich die Grenze, oberhalb derer keine 
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Kontraktur mehr zu beobachten ist. Steigt man auf der Linie AB 
weiter in die Héhe, so gelangt man an ein Ubergangsgebiet. Bei einem 
Gehalt von 90°, NaCl scheint, wie die beiden Zeichen andeuten, der 
Umschlagspunkt zu liegen, da man hier einerseits nur noch eine geringe 
Abnahme der Erregbarkeit, andererseits keine wesentliche Veranderung 
gegeniiber dem Vergleichspraparat mehr bekommt. Eine Steigerung 
der Erregbarkeit findet sich erst bei ganz hohen NaCl-Werten (oberhalb 
99 °%). 

Von Wichtigkeit sind ferner die normale Kalium- und Calcium- 
linie, sowie die Linien, die die Halfte des normalen Kalium- und Calcium- 
gehaltes bezeichnen. Wie beim Nerven ergeben sich auch beim Muskel 
im unteren Teil der Kalium- und Calciumlinie im wesentlichen dieselben 
Verhaltnisse wie auf den betreffenden Abszissen. Bemerkenswerte 
Eindriicke erhalt man erst im oberen Teil der Linie, d. h. bei Abnahme 
der Kalium- bzw. Calciumionen und bei Zunahme der Natriumchlorid 
konzentration. Verfolgt man die Linie, die einem Natriumchloridgehalt 
von 90°, entspricht, so sieht man deutlich, wie sich der halb-normale 
und der normale Kaliumchloridgehalt der Lésung bemerkbar machen. 
Wahrend auf dieser Linie bei Kaliumfreiheit immerhin noch eine ge- 
ringe Abnahme der Erregbarkeit des Muskels zu verzeichnen ist, tritt 
bei Anwesenheit des halbnormalen und normalen Kaliumgehaltes keine 
nennenswerte Anderung der Erregbarkeit mehr ein. Bemerkenswert 
ist noch eine Verfolgung der Linie, die 92°,, Natriumchlorid anzeigt: 
bei Abwesenheit des Calciumchlorids véllige Lahmung des Muskels, 
bei Zusatz des halbnormalen Calciumchloridgehaltes nur noch eine 
Abnahme der Muskelerregbarkeit, bei Anwesenheit des normalen 
Calciumgehaltes nur noch eine geringe Abnahme der Muskelerregbarkeit. 
Man erkennt auch hier wieder, wie gering die Konzentrationsunter- 
schiede zu sein brauchen, um die Wirkung wesentlich umzustimmen 
und fast in das Gegenteil umschlagen zu lassen. 

Im Mittelfeld zeigen die Zeichen iiberall eine Kontraktur an, die 
bis an die Linie heranreicht, die einem Calciumchloridgehalt von 10% 
entspricht. 

Die Punkte in der Nahe des Eukrasiepunktes (Abb. 2) zeigen 
keine Verinderung der normalen Erregbarkeit mehr an, gleichgiiltig, 
ob die Kalium- oder Calciumionen vermehrt sind. Eine deutliche Er- 
héhung der Erregbarkeit findet sich nur bei den Konzentrationen, die 
in unmittelbarer Nahe des Punktes B gelegen sind und bei denen die 
Isotonie fast nur bzw. vollstandig durch Natriumchlorid bestritten wird. 

Bei oberflachlicher Beurteilung der Versuchsergebnisse konnte man 
den Eindruck gewinnen, als wenn Kalium nur lahmend, Calcium nur 
kontrakturerregend und Natrium kontrakturhemmend wirke.  Be- 
trachtet man sich jedoch die einzelnen Punkte genauer, so liegen die 
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Verhaltnisse doch verwickelter, woriiber uns am besten ein Beispiel 
AufschluB gibt. Bei dem Punkt, der in dem Diagramm durch die 
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Abb. 2. 


Linie 25°, NaCl + 65°, KCl + 10%, CaCl, gegeben ist, sehen wir noch 
eine Kontraktur auftreten, waihrend bei demselben Calciumgehalt, 
aber Fehlen des Kaliums, das doch immer nur als lihmend bezeichnet 
wird, und erhéhtem NaCl-Gehalt (90°) keine Kontraktur mehr zu be- 
obachten ist. Man kénnte hieraus den SchluB ziehen, daB die An- 
wesenheit von Kalium nétig sei, um die Kontraktur hervorzurufen, 
oder aber, daB bei Abwesenheit von Kalium die hohe Natriumchlorid- 
konzentration kontrakturhemmend wirke. Umgekehrt hitte man 
bei hohem Kaliumgehalt keine Kontraktur erwartet. Andererseits sieht 
man auch noch bei dem Punkte, der in dem Dreieck durch 75°,, NaCl 
und 25°, CaCl, gegeben ist, eine Kontraktur eintreten, die man, obwohl 
doch Kaliumfreiheit vorhanden ist, hier noch auf die relativ hohe 
Menge an Calciumchlorid zuriickfiihren kénnte. Auch aus der Wirkung 
der drei Ionen auf den quergestreiften Muskel bei einer Versuchs- 
anordnung, wie sie oben geschildert ist, erkennen wir, daB man die 
Wirkung nicht allein vom Standpunkt des Kaliums und Calciums 
betrachten darf, sondern auch das Natrium beachten muB. 

Es ergibt sich also auch beim quergestreiften Muskel die Folgerung, 
da8 Kalium und Calcium nicht schlechtweg als Antagonisten, sondern 
manchmal auch als Synergisten zu betrachten sind und daB ebenso 
das Natrium als Antagonist wie als Synergist zum Kalium und Calcium 
angesehen werden muB. 














Uber die Fallbarkeit verschiedener Saponine durch Sterine. 





Von 
L. Kofler und H. Raum. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1930.) 


Die Fallbarkeit des Digitonins durch Sterine fand seit ihrer Ent- 
deckung durch Windaus (1) vielfaches praktisches und theoretisches 
Interesse. Viele biologische Wirkungen der Saponine wurden durch das 
Cholesterinbindungsvermégen zu erklaren versucht. Dies gilt ins- 
besondere fiir die Hamolysewirkung der Saponine und fiir ihre Aufhebung 
durch Cholesterin. Diese Erklarungsversuche gehen von der Voraus- 
setzung aus, daf die Fallbarkeit durch Cholesterin eine allgemeine 
Eigenschaft der Saponine darstellt. 


Yagi (2) vertrat die Ansicht, daB die Saponine mit starker Hamolyse- 
wirkung zur Cholesteridbildung geeignet seien, wahrend solche mit schwacher 
Hamolysewirkung wegen ihrer geringen Affinitét kaum Cholesteride bilden. 
Eingehend untersucht wurde nur das Digitonincholesterid, das von Windaus 
als eine Additionsverbindung zwischen je einem Molekiil Cholesterin und 
Digitonin erkannt wurde. AuBerdem stellte Windaus noch Cholesteride 
des Solanins und Cyclamins dar. Yagi beschaéftigte sich eingehender mit 
dem Cholesterid des Dioscins. Uber Cholesterinverbindungen anderet 
Saponine finden sich in der Literatur nur gelegentliche einzelne Bemerkungen. 
Nur ganz vereinzelte Angaben berichten itiber Saponine, die durch Chole- 
sterin nicht fallbar sind. Ein durch Cholesterin nicht fallbares Saponin 
findet sich neben Digitonin und Gitonin in Digitalis purpurea [Windaus 
und Bandte (3)] und in einer bolivianischen Schlingpflanze aus der Familie 
der Sapindaceae [Keller und Gottauf (4)]. Nach Rehorst (5) wird auch das 
Riibensaponin durch Cholesterin nicht gefallt. 





Im folgenden soll iiber vergleichende Versuche iiber die Fallbarkeit 
durch Cholesterin bei einer gréBeren Anzahl von Saponinen berichtet 
werden. Bei diesen Versuchen wurden nach dem Vorgang von Windaus 
heiBe alkoholische Lésungen von Cholesterin und dem betreffenden 
Saponin zusammengegossen. Bei vielen Saponinen ergaben sich durch 
die geringe Léslichkeit in konzentriertem Alkohol Schwierigkeiten. 
Starker verdiinnter Alkohol als 80°, iger ist mit Riicksicht auf die 
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Léslichkeitsverhaltnisse des Cholesterins nicht anwendbar. In jenen 
Fallen, wo das Cholesterin und das Saponin nicht in Alkohol derselben 
Konzentration gelést werden konnte, mu8te zuerst durch Vorversuche 
festgestellt werden, daB nicht das Saponin durch den Alkohol der 
Cholesterinlésung und das Cholesterin durch das Wasser der Saponin- 
lésung gefallt wird. Bei den einzelnen Saponinen richtete sich die 
Wahl der Alkoholkonzentration nach dem Ausfall dieser Vorversuche. 
Daneben versuchten wir auch, die Fallungen in anderen Lésungs- 
mitteln darchzufiihren. Bei einigen Saponinen, die in Alkohol allzu schwer 
léslich sind, versuchten wir die Prosapogenine herzustellen und fiir 
unsere Versuche zu verwenden. Digitonin und Cyclamin waren durch 
Cholesterin aus alkoholischen Lésungen entsprechend den Angaben 
von Windaus fallbar. 

RoBkastaniensaponin (Aescin) wurde aus geschilten entfetteten 
Samen nach den Angaben von van der Haar (6) hergestellt. Es wurden 
10 ccm 1°, ige Lésung des RoBkastaniensaponins in 80 °,igem Alkohol 
und 5 cem 1 °,ige Lésung von Cholesterin in 96 °,,igem Alkohol in heiBem 
Zustande zusammengegossen. Dabei entstand auch beim Abkiihlen 
und langerem Stehen keine Fallung. Da das RoSkastaniensaponin in 
Aceton etwas léslich ist, versetzten wir eine alkoholische Saponinlésung 
mit einer Lésung von Cholesterin in Aceton. Dabei bildete sich auch 
nach tagelangem Stehen kein Niederschlag. Auch die Saponine des 
RoBkastaniensaponins, die in Alkohol leicht léslich waren, und die 
Prosapogenine, die wesentlich leichter léslich waren als die Saponine. 
gaben mit Cholesterin keine Fallung. 

Neben dem von uns selbst hergestellten RoBkastaniensaponin 
verwendeten wir auch das kaufliche Praparat von FE. Merck, das in 
hochprozentigem Alkohol besser léslich ist. Dies deutet vielleicht darauf 
hin, daB im Merckschen Praparat ein schdn teilweise hydrolysiertes 
Saponin vorliegt. Auch das Mercksche RoBkastaniensaponin wurde 
durch Cholesterin nicht gefallt. 

Um ein vielleicht vorhandenes alkohollésliches Cholesterid zu 
erfassen, dampften wir das Gemisch der alkoholischen Cholesterin- 
und RoSkastaniensaponinlésung ein. Der erhaltene Riickstand bestand 
aber nur aus einem Gemisch von Cholesterin und Saponin. 

Quillajasdure und Quillaja-Sapotoxin wurden im Institut von 
Sedlacek durch Elektrodialyse des Quillaja-Rohsaponins, Reinigung 
mit einem Alkohol-Chloroformgemisch und Trennung mit Hilfe von 
absolutem Alkohol gewonnen. Wir listen die Quillajasaure in absolutem 
Alkohol, das Sapotoxin in 90 °,igem Alkohol und versetzten mit 1 °,igen 
Lésungen von Cholesterin in 96 °,igem Alkohol. Eine Fallung entstand 
bei keinem der beiden Saponine. Ein aus Quillaja-Rohsaponin ge- 
wonnenes Prosapogenin gab ebenfalls keine Fallung. 
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Die Saponine aus Gypsophila sind in héherprozentigem Alkohol 
schwer léslich. Fiir unsere Versuche stand ein aus Gypsophila pani- 
culata gewonnenes Rohsaponin und das aus ,,levantinischer Seifen- 
wurzel, also vermutlich auch aus Gypsophila hergestellte Saponin pur. 
albiss. Merck zur Verfiigung. Unter Beriicksichtigung der Léslichkeits- 
verhialtnisse konnten nur verdiinnte Saponin- und Cholesterinlésungen 
verwendet werden. Dabei wurden keine Fallungen erzielt. Die Nieder- 
schlage, die bei Erhéhung der Saponin- oder Cholesterinkonzentration 
oder bei Anderung der Alkoholkonzentration entstanden, erwiesen sich 
bei naherer Untersuchung als ausgefallenes Cholesterin oder Saponin. 


a-Hederin, das in 96°%,igem Alkohol leicht léslich ist, gab trotz 
vieler Versuche mit wechselnden Konzentrationen und verschiedenen 
Versuchsbedingungen mit Cholesterin keine Fillung. 


Mit Senegin Merck, Convallarin Merck, Sapindussaponin Merck. 
Saponin Sthamer und einem im Institut hergestellten Herniariasaponin 
entstand durch Cholesterin keine Fallung. 

Primulasdure gab mit Cholesterin einen sehr geringen Nieder- 
schlag. Elatiorsaponin erzeugte keine Fallung, wohl aber die daraus 
hergestellte Elatior-Natriumverbindung [Kofler und Brauner (7)]}. 

Von den untersuchten Saponinen sind demnach nur Digitonin, 
Cyclamin, die Elatior-Natriumverbindung und in geringem Grade die 
Primulasaure durch Cholesterin fallbar. Bei allen iibrigen Saponinen 
war es nicht méglich, in den Lésungen durch Cholesterin eine Fallung 
zu erzielen. Man kann daher die Fdllbarkeit durch Cholesterinlésung nicht 
als allgemeine Eigenschaft der Saponine betrachten. 


Wir versuchten nun auf einem ganz anderen Wege das Cholesterin- 
bindungsvermoégen der Saponine zu studieren und zu vergleichen. Bei 
einem vor kurzem veréffentlichten Verfahren zum Nachweis kleiner 
Mengen von Saponin benutzten Kofler, Fischer und Newesely (8) zum 
Abfangen der Saponine einen mit einer Cholesterinschranke versehenen , 
Filtrierpapierstreifen, wobei das Saponin der aufsteigenden Fliissigkeit 
ganz oder teilweise von dem Cholesterin zuriickgehalten wird. Die 
Streifen werden mit Wasser gewaschen, mit Xylol behandelt und zum 
Nachweis des Saponins in Blutgelatine eingelegt. Aus diesen Versuchen 
ergibt sich, daB auch die aus ihren Lésungen durch Cholesterin nicht 
fallbaren Saponine ein gewisses Bindungsvermégen fiir Cholesterin 
besitzen. Nach den Versuchen der genannten Autoren werden folgende 
Saponine bei Vorhandensein geringer Mengen quantitativ in der Chole- 
sterinschranke zuriickgehalten: Digitonin, Quillajasaponin, Saponin 
Sthamer, Saponin gereinigt Kahlbawm, Saponin depuratum Schmitt- 
mann und Spumatelin. Beim Saponin pur. albiss. Merck, beim Sapotoxin 
und beim Riibensaponin wird der weitaus gréBte Teil des Saponins an 
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das Cholesterin der Schranke gebunden, ein kleiner Teil durchbricht 
aber die Schranke und gelangt in den cberen Teil des Stieifens. Von 
der Primulasaure, dem RofSkastaniensaponin und dem Hederin wird 
in der Cholesterinschranke nur ein kleiner Teil zuriickyehalten. 

Wir stellten nun an Filtrierpapierstreifen einige Versuche iiber 
die Festigkeit der Bindung zwischen dem Saponin und dem Cholesterin 
an. Den Angaben von Kojler, Fischer und Newesely (8) folgend, tropften 
wir vor der Kapillarisation auf den Filtrierpapierstreifen etwa 3 cm 
vom unteren Ende entfernt eine 1°,,ige Lésung von Cholesterin in 
96°,igem Alkohol, so daB nach dem Verdunsten des Alkohols der 
Filtrierpapierstreifen an dieser Stelle mit Cholesterin impragniert war. 
Fir alle folgenden Kapillarisationsversuche wurden derartige mit einer 
Cholesterinschranke versehene Filtrierpapierstreifen verwendet. 


Beim Digitonin lieBen wir in mehreren Filtrierpapierstreifen eine 
Loésung von | : 10000 aufsteigen, schnitten nach beendeter Kapillarisation 
die Schranken heraus, wuschen sie 2 bis 3 Stunden mit haufig er 
neuertem Wasser gut aus und behandelten die eine Schranke durch 
2 Stunden mit 50 ccm Ather bei Zimmertemperatur, eine zweite mit 
kochendem Ather und eine dritte mit kochendem Xylol. Nach dem 
Trocknen bewirkte nur der mit Xylo] behandelte Streifen in Blutgelatine 
Hamolyse. Es hatte sich demnach das in der Schranke vorhandene, 
offenbar eine sehr groBe Oberfliche aufweisende Cholesterin mit dem 
in der aufsteigenden Fliissigkeit gelésten Digitonin zu Digitonin- 
cholesterid verbunden, das entsprechend den Angaben von Windaus (1) 
durch siedendes Xylol, nicht aber durch siedenden Ather spaltbar ist. 


Mit Sapindussaponin Merck und a-Hederin wurden mit Lésungen 
von 1: 1000 in derselben Weise Versuche durchgefiihrt. Die wasserige 
Hederinlésung wurde durch Zuhilfenahme von etwas Alkohol, die 
Sapindussaponinlésung mit einigen Tropfen n/10 Kalilauge hergestellt. 
Die. gewaschenen Filtrierpapierstreifen wurden wie beim Digitonin 
mit Ather oder Xylol behandelt. Nur die mit Xylol gekochten Streifen 
bewirkten Hiamolyse, nicht aber die mit Ather gekochten. Die aus 
diesen Beobachtungen hervorgehende schwere Spaltbarkeit der Chole- 
sterinverbindung ist deshalb auffallend, weil beide Saponine aus 
alkoholischen Lésungen mit Cholesterin nicht fallbar sind und ins- 
besondere das Hederin von der Cholesterinschranke nur mangelhaft 
zurickgehalten wird. 


Dieselbe Versuchsanordnung wurde nun bei mehreren anderen 
Saponinen angewendet, und zwar Rofkastantensaponin Merck, Quillaja- 
saponin, Sapotoxin Merck, Primulasdéure und Cyclamin Merck. Die 
wisserigen Lésungen waren 0,01 bis 0,05°%,ig. Ein Streifen wurde 
bei Zimmertemperatur 2 Stunden mit Ather, ein anderer 2 Stunden 
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mit siedendem Ather behandelt. In allen Fallen trat nach dem Ein- 
legen in Blutgelatine Hamolyse ein. Bei den Streifen, die bei Zimmer- 
temperatur mit Ather behandelt wurden, war die Himolyse schwiicher 
als bei dem in Ather gekochten Streifen. Nur beim Cyclamin war kein 
Unterschied zwischen beiderlei Streifen bemerkbar. 

Beim Quillajasaponin verglichen wir einen Streifen, der mit 
siedendem Ather und einen, der mit siedendem Xylol behandelt war. 
Ks lieB sich kein deutlicher Unterschied feststellen. Daraus folgt wohl, 
daB schon durch siedenden Ather eine vollstiindige Spaltung der 
Saponincholesterinverbindung erfolgte. 

Nicht nur Ather, sondern auch kochendes Wasser vermag Saponine 
aus der Cholesterinverbindung frei zu machen, wie wir in Versuchen 
mit RoBkastaniensaponin und Sapotoxin feststellten. Die Filtrier- 
papierstreifen wurden einige Zeit mit mehrmals gewechseltem Wasser 
gekocht, getrocknet und mit Ather behandelt. In der Blutgelatine 
trat keine Hamolyse ein, das Saponin war also durch das kochende 
Wasser aus der Cholesterinverbindung herausgelést worden. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dap auch diejenigen Saponine, 
welche aus ihren Lésungen von Cholesterin nicht ausgefallt werden, unter 
geeigneten Versuchsbedingungen mit Cholesterin Verbindungen eingehen. 
Uber die Natur dieser Verbindungen ]48t sich nach unseren Versuchen 
nichts Sicheres aussagen. Zweifellos sind aber die Cholesterin- 
verbindungen der von uns untersuchten Saponine viel leichter spaltbar 
als das Digitonincholesterid. 

Ein Zusammenhang zwischen dem Cholesterinbindungsvermégen 
der einzelnen Saponine und ihrer Haimolysewirkung, wie er von Yagi (2) 
angenommen wurde, 1aBt sich in unseren Versuchen nicht erkennen. 
Wohl besitzt das Digitonin gleichzeitig eine starke Hamolysewirkung 
und ein starkes Bindungsvermégen fiir Cholesterin ; unter den Saponinen 
mit geringer Affinitat zu Cholesterin finden sich aber solche mit starker 
und schwacher Hamolysewirkung. 

Digitoninlésungen geben nach Windaus(1l) bekanntlich nicht 
nur mit Cholesterin, sondern auch mit anderen Sterinen, verschiedenen 
Alkoholen, Phenolen usw. Fallungen. Wir stellten mit einigen anderen 
Saponinen einzelne diesbeziigliche Versuche an. Ergosterinlésungen 
lieferten mit den untersuchten Saponinen keine Fallungen; dagegen 
vermag eine Ergosterinschranke im Kapillarstreifen Saponin fest- 
zuhalten. Lésungen von Quillajasaponin und RofBkastaniensaponin 
wurden durch a- und £-Naphthol, durch Terpineol und Phenol nicht 
gefallt. 

Urson gibt weder mit Digitonin noch mit anderen Saponinen 
eine Fallung und halt auch als Schranke im Filtrierpapierstreifen 
die Saponine nicht zuriick. 
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Zusammenfassung. 


Bei einer gréBeren Anzahl von Saponinen wurden vergleichende 
Versuche iiber das Cholesterinbindungsvermégen angestellt. 

Aus alkoholischen oder anderen Lésungen sind von den unter- 
suchten Saponinen nur Digitonin, Cyclamin, die Elatior-Natrium- 
verbindung und in geringem Grade die Primulasaure durch Cholesterin 
fallbar. Die tibrigen Saponine sind aus ihren Lésungen durch Cholesterin 
nicht fallbar, und zwar Rofkastaniensaponin, Quillajasapotoxin, 
Gypsophilasaponin, Saponin Sthamer, Herniariasaponin, Elatior- 
saponin, Senegin, Convallarin und Sapindussaponin. Die Fallbarkeit 
durch Cholesterin ist daher keine allgemeine Eigenschaft der Saponine. 

Durch Kapillaranalyse mit Hilfe eines Filtrierpapierstreifens, 
der nahe dem unteren Ende eine Cholesterinschranke tragt, laBt sich 
auch bei den Saponinen, die durch Cholesterin aus ihren Lésungen 
nicht fallbar sind, ein gewisses Bindungsvermégen fiir Cholesterin 
nachweisen. Abgesehen vom Digitonin, lassen sich die dabei ent- 
stehenden Verbindungen schon durch Ather spalten. 

Das Cholesterinbindungsvermégen und die haimolytische Wirkung 
der einzelnen Saponine gehen nicht parallel. 

Gegeniiber Ergosterin verhalten sich die einzelnen Saponine 
wie gegen Cholesterin. 
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Uber den Mechanismus der Olsiureranzigkeit. 


Von 


Kurt Tiiufel und Josef Miiller. 
(Aus dem Universitaéts-Institut fiir Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1930.) 


Das Jahrhunderte alte, theoretisch und praktisch gleich wichtige 
Problem des Verderbens der Fette bei ihrer Aufbewahrung ist in den 
letzten Jahren durch verschiedene Untersuchungen in ein neues Fahr- 
wasser gekommen. Zusammenfassend laBt sich feststellen, daB man 
das Verderben dieser Naturstoffe unter der Mitwirkung von Mikro- 
organismen von jenen Zersetzungsvorgangen zu unterscheiden hat, 
die das Ergebnis einer rein chemischen Reaktionsfolge darstellen. Es 
nimmt nicht wunder, daB man sich bei der Mannigfaltigkeit der in 
Betracht kommenden Kleinlebewesen hinsichtlich der Abbauvorgange 
und der dabei gebildeten Zerfallsprodukte bislang keine rechte Vor- 
stellung machen kann. Nur ein Sonderfall eines solchen ,,biochemischen‘ 
Verderbens ist letzthin griindlich studiert und aufgeklart worden; 
es handelt sich um die insbesondere bei den Fetten der Kokos- und Palm- 
kerngruppe vielfach beobachtete ,,Parfiimranzigkeit‘‘. 

Nach M. Stdrkle! volizieht sich dabei unter der Mitwirkung von 
Schimmelpilzen eine Reaktionsfolge im Sinne des Dakinschen Abbaues, 
indem die gesaéttigten Fettséuren bis herauf zur Laurinséure in die ent- 
sprechenden Ketone umgewandelt werden, wodurch ein aromatischer 
Geruch zustandekommt. Neben den genannten Fetten der Kokos- und Palm- 
kerngruppe enthalten auch Butter und Margarine solche niedriger molekulare 
gesattigte Fettséuren; infolgedessen kann bei ihnen die Parfiimranzigkeit 
ebenfalls eintreten. 

Eine andere Betrachtungsweise erfordern jene zum Verderben fithrenden 
Vorgange, bei denen Mikroorganismen nicht beteiligt sind. Nach A. T'schirch 
und A. Barben*® handelt es sich hierbei um eine nicht reversible Autoxy- 
dation, der ein von den Milieubedingungen abhangiger Molekelzerfall folgt. 
Angriffspunkt fiir den Sauerstoff und die Zersetzung sind die in den un- 
geséttigten Glyceriden vorhandenen Liickenbindungen. Diese kurz als 
,,Olséureranzigkeit‘‘ bezeichnete Reaktionsfolge formulieren A. T'schirch 


1 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. 
2 Schweiz. Apoth.-Ztg. 62, 281, 1924. 
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und A. Barben am Modell der Olséure (Analoges gilt fiir Linol-, Linolen- 
séure usw.) derart, daB auf dem Wege iiber die Zwischenprodukte Olsaure- 
peroxyd, Olséureoxyd schlieBlich Olséureozonid entsteht, dessen Aufbruch 
unter Mitwirkung der Luftfeuchtigkeit Verbindungen der (,-Reihe 
(Aldehyde, Ketone, Carbonséuren) liefert. Dieses Schema steht mit der 
Erfahrung in mancherlei Beziehung im Einklang; nicht aber wird dadurch 
die Bildung von Abbauprodukten mit weniger als neun Kohlenstoffatomen 
aus der Olsaure erklart, wahrend dies bei Linol- und Linolenséure ohne 
weiteres versténdlich ware. 

Eine etwas andere Formulierung des Zerfalls der Olséure verdankt 
man W.C. Powick'. Nach ihm sind der Epihydrinaldehyd (in irgendwie 
gebundener Form) sowie der Heptylaldehyd* normale Produkte des oxy- 
dativen Verderbens der Fette. Diesem experimentellen Befund gema® 
entwickelt er folgendes Schema. Wegleitend ist dabei die Annahme, dal 
zwar nicht im Laboratoriumsversuch, wohl aber im Organismus* die 
Uberfiihrung gesattigter Verbindungen in ungeséttigte und umgekehrt 
leicht erfolgen kann, da® sogar gesaéttigte Verbindungen bis zu Kohlendioxyd 
und Wasser aufgespalten werden. 

Nach W.C. Powick erfolgt in erster Stufe die Bildung von Olsaure- 
peroxyd. Der dabei aktivierte Sauerstoff soll dann an anderer Stelle der 
Olsiuremolekel unter Abspaltung von Wasser angreifen. Auf diese Weise 
entsteht aus dem Peroxyd das symmetrische Oxyd der 7—8-, 9—10-, 
11—12-Linolenséure, das, wiederum mit 2 Molekeln Sauerstoff reagierend, 
das Doppelperoxyd des ebengenannten Oxyds liefert. Der Aufbruch dieser 
Verbindung 148t dann die Entstehung von Epihydrin- und Heptylaldehyd 
versténdlich werden. Insbesondere tragt dieses Schema auch der Méglich- 
keit des Zustandekommens noch anderer niedrig molekularer Abbauprodukte 
Rechnung. 

Bei der Autoxydation der Olséure an der Luft wurden bisher von 
A. Scala* nachgewiesen: Heptylaldehyd, Ameisen-, Essig-, Butter-, Heptyl-, 
Azelain- sowie Sebacinséure und wahrscheinlich auch Dioxystearinséure. 
Es erschien wiinschenswert, weitere Untersuchungen in dieser Richtung 
auszufiihren. Um die Uniibersichtlichkeit zu vermeiden, mit der bei der 
Betrachtung der als vielkomponentische Systeme aufzufassenden natiir- 
lichen Fette zu rechnen ist, wurden als Versuchsmaterial die Modell- 
substanzen Olséure und Olsaéure-Athylester benutzt, die unter natiirlichen 
Bedingungen, d.h. durch Stehen bei Licht- und Luftzutritt, verdorben 
waren. Dabei lieBen sich, ohne da bisher auf leicht fliichtige Produkte 
Riicksicht genommen wurde, durch préparative Aufarbeitung nachweisen : 

a) bei Olsdure: Form-, Heptyl-, Pelargonaldehyd; Valerian-, Capron-, 

Heptyl-, Caprylsiure®; der Nachweis der Butterséure gelang nicht 
eindeutig ; 


» Journ. agric. Res. 26, 323, 1923. 

2 Vgl. auch A. Scala, Gaz. Chim. Ital. 38, 307, 1908. 

3 T'. Sasaki, diese Zeitschr. 25, 272, 1910; E. Friedmann, ebendaselbst 
35, 40, 1911; H. Einbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 301, 1914. 

* Staz. sperm. Agr. Ital. 30, 613, 1897. 

5 Nach J. Grossfeld (Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 55, 376, 1928) 
ist das Verderben der Fette mit einem Ansteigen der sogenannten Capry!l- 
séurezahl verbunden. Dies ist zum mindesten teilweise auf die unmittelbare 
Entstehung von Caprylséure zuriickzufiihren. 
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b) bei Olsdure-Athylester: Heptyl-, Caprylaldehyd; Ameisen-, Butter-, 
Caprylséure; der Nachweis von Essig-, Propion-, Capron- und 
Heptylséure gelang nicht eindeutig. 

Bemerkt sei, daB die Untersuchung verschiedener Proben von Olséure 
bzw. von ihrem Athylester hinsichtlich der zu fassenden Abbauprodukte 
zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrte; in der vorstehenden Zusammen- 
stellung ist die Summe der Zerfallstoffe angegeben. Dadurch wird zum 
Ausdruck gebracht, da®B die Art derselben vom Grad des Verderbens ab- 
héngt. Auch spricht sich in dem Unterschied der Abbauprodukte von 
Olséure und ihrem Athylester die Tatsache aus, da bei beiden Modell- 
substanzen der Weg der Zersetzungsvorginge verschieden ist; hierfiir 
liegt noch eine Reihe anderer experimenteller Beobachtungen vor?. 

Zusammenfassend geht aus den bisherigen Befunden hervor, 
daB man es beim natiirlichen oxydativen Abbau der Olséure bzw. 
ihres Esters mit einer Schar von Zerfallstoffen von C, bis Cy zu tun 
hat. Grad des Verdorbenseins sowie Art der Milieubedingungen sind 
ausschlaggebende Faktoren. Ein tiefer eindringendes Studium ist 
Voraussetzung fiir die Frage nach dem Mechanismus dieser zum Ver- 
derben fithrenden Vorgange. Solche Untersuchungen sind im Gange. 

Hier sei noch der Hinweis gemacht, daB die Prozesse des Oltrocknens 
zum mindesten teilweise jenen beim Verderben parallel laufen. J. d’ Ans? 
sowie S. Merzbacher® isolierten aus Linoxyn &hnliche Abbauprodukte; 
auf Grund eigener Versuche geben Olfilme vielfach positive Verdorbenheits- 
reaktion nach H. Kreis sowie Th. v. Fellenberg. 

Eine wesentliche Schwierigkeit bei der praparativen Aufarbeitung 
solcher verdorbenen Produkte liegt darin, daB jeweils nur ein sehr 
geringer Bruchteil der eigentlichen Fettsubstanz in Mitleidenschaft 
gezogen wird, so daB die Menge der isolierten Zerfallstoffe meist sehr 
klein ist. 

Eine Begiinstigung des Ranzigwerdens durch chemische Reagenzien, 
etwa nach dem Vorgange von A. T'schirch und A. Barben, mu ausscheiden, 
weil dabei sicher andere Abbauprodukte gebildet werden. Es lag aber der 
Gedanke nahe, eine katalytische Begiinstigung der Autoxydation bei 
Einhaltung natiirlicher Bedingungen zu versuchen. O. Warburg* wies 
nach, daB es unter dem Einflu®B von Eisen als Katalysator gelingt, die 
Linolenséure mit Sauerstoff zu oxydieren, und dab die Sauerstoffaufnahme 
aufhért, wenn von den drei Doppelbindungen der Linolenséure zwei ver- 
schwunden sind. Fiir Leinél zeigte M. E. Robinson® eine Oxydation unter 
katalytischer Mitwirkung von Haémin. Neuerdings fiihrten R. Kuhn und 
K. Meyer® solche Haminoxydationen an einer ganzen Reihe von un- 
gesaéttigten Fettsauren, von ihren Estern sowie von Oliven- und Leindél aus. 


1 Vgl. hierzu J. Miiller, Beitrage zur Kenntnis des Verderbens der 
Fette. Diss. Miinchen, Universitat, 1929. 
2 Chem. Umschau der Fette, Ole, Wachse, Harze 34, 283, 296, 1927. 
3 Ebendaselbst 35, 173, 1928; 36, 339, 1929. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 231, 1914. 
5 Biochem. Journ. 18, 225, 1924. 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 185. 193, 1929. 


4 








344 K. Taufel u. J. Miiller: 


Weitere im Gange befindliche Untersuchungen iiber das Ver- 
derben der Fette verfolgen das Ziel, die festgestellte katalytische 
Oxydation ungesattigter Fettsauren zu den zum Verderben fiihrenden 
Vorgangen in Beziehung zu setzen und dariiber hinaus einer méglichen 
Parallelitat zwischen den Prozessen beim Ranzigwerden der Fette 
sowie ihrer Umsetzung im Stoffwechsel nachzugehen. 


Beschreibung der Versuche. 


Als Ausgangsstoffe fanden Olsiure und Olsaure-Athylester An- 
wendung. Bei der Saure handelte es sich um eine Olsaure rein Kahlbaum, 
deren Neutralisations- und Jodzahl mit den theoretischen Werten 
in guter Ubereinstimmung standen. Aus der gleichen Olsiure wurde 
der Athylester unter Anlehnung an die Vorschrift von H. Ryan und 
T. Dillon: dargestellt. Der mit 2°, iger wisseriger Natriumcarbonat- 
lésung entsiuerte rohe Ester wurde getrocknet und anschlieBend 
der Vakuumdestillation unter Durchleiten von Kohlendioxyd unter- 
worfen. Er ging unter einem Druck von 8 bis 10 mm bei 215 bis 218° 
iiber. Ausbeute etwa 85°%,. Jod- und Verseifungszahl entsprachen 
befriedigend den theoretischen Werten; die Siurezahl schwankte 
zwischen 0,1 und 0,5. 

Von der Olsiure sowie dem Athylester wurden jeweils gréBere 
Mengen (bis zu 300g) langere Zeit in flachen Schalen dem EinfluB 
von Licht und Luft ausgesetzt, bis die chemische und die Sinnen- 
priifung eine tiefgehende Ranzigkeit erkennen lieben. Mangels quanti- 
tativer Nachweismethoden war es dabei nicht zu vermeiden, da8 der 
Grad des Verderbens bei den einzelnen Proben verschieden war, was 
sich bei der praparativen Aufarbeitung zeigte. 


1. Versuche zur unmittelbaren Abscheidung der gebildeten Aldehyde. 


Gelegentlich von Studien iiber die Grenzen der Verdorbenheits- 
reaktion nach H. Kreis hatte sich herausgestellt?, daB stark ranzige 
Fette mit Phloroglucin-Salzsaure mitunter nicht die erwartete intensive 
Rotfarbung lieferten, hingegen aber geringe Niederschlage entstehen 
lieBen, die sich als Kondensationsprodukte von Phloroglucin mit Alde- 
hyden erwiesen. Diese Beobachtungen schienen einen Weg zur un- 
mittelbaren Abscheidung der gebildeten Aldehyde zu zeigen. 100g eines 
stark ranzigen Olsiure-Athylesters wurden mit 40 ccm konzentrierter 
Salzsiure und 115 cem einer 0,4 %,igen atherischen Lésung von Phloro- 
glucin kraftig geschiittelt, dann etwa 40 Minuten am RiickfluBkiihler 
auf 50° erwirmt. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde nach dem 


1 Proc. Roy. Irish. Acad. 29, 235, 1912. 
2 Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 614, 1929. 
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Verdiinnen des Reaktionsgemisches mit dem gleichen Volumen Wasser 
abfiltriert und mit Alkohol und Ather ausgewaschen. Trocknen bei 
70 bis 80°. Menge des Niederschlages 0.206 g. 

Kine Reinigung des Niederschlages durch Umfillen aus Lésung 
war nicht durchfiihrbar, da er sich in keinem der gebrauchlichen 
Lésungsmittel aufléste ; nur heiBe 50 °,,ige Kalilauge sowie geschmolzenes 
Phenol besaBen Lésungsvermégen. 

Zu Vergleichszwecken wurden die Phloroglucide von Form., 
Acet-, Propion-, Butyr-, Capron- und Heptylaldehyd dargestellt. 
Ihr Verhalten, insbesondere hinsichtlich der Léslichkeitsverhaltnisse, 
legte die Vermutung nahe, da8 es sich bei dem aus ranzigem Olsaure- 
aithylester abgeschiedenen Stoff um ein Gemisch von Kondensations- 
produkten aus Phloroglucin und verschiedenen Aldehyden handelte. 


2. Abtrennung und Identifizierung der Abbauprodukte. 


Wegleitend war die Erfahrung, daf8 beim Ranzigwerden fliichtige 
und wasserlésliche Abbauprodukte entstehen. Nachdem eine Reihe 
von Vorversuchen, eine Abtrennung und Gruppenscheidung durch 
fraktionierte Destillation (bei gewéhnlichem Druck wie im Vakuum) 
zu erreichen, nur wenig befriedigende Ergebnisse gezeitigt hatte, 
wurde schlieBlich folgende Arbeitsmethodik eingehalten: 

a) Abtrennung der wasserléslichen Abbauprodukte durch mehr- 
faches Ausschiitteln mit Wasser. 

b) Wasserdampfdestillation des Riickstandes von der Wasser- 
ausschiittelung zur Abtrennung der fliichtigen, nicht wasserléslichen 
Produkte. 

Zur Gewinnung der waisserigen Ausziige wurden 100 bis 300g 
Olsiure bzw. Athylester viermal mit je 100 cem Wasser ausgeschiittelt. 
Die Extrakte gaben mit Phloroglucin-Salzsiure sowie mit fuchsin- 
schwefliger Saure, je nach dem Grade der Ranziditat der Ausgangsstoffe, 
Farbreaktionen sehr verschiedener Intensitat; der Geruch war immer 
typisch ranzig; der Sauregehalt schwankte innerhalb sehr weiter 
Grenzen. 

Der Riickstand von der Wasserausschiittelung wurde einer mehr- 
stiindigen Wasserdampfdestillation unterworfen, bis im iibergehenden 
Destillat keine merkliche Aldehydreaktion mehr zu beobachten war. 
Das mit einer diinnen Olschicht bedeckte Destillat besa widerlichen 
Geruch (wie Heptylaldehyd); es reagierte deutlich sauer. Mit fuchsin- 
schwefliger Saure trat meist starke Violettfirbung ein, wahrend die 
Phloroglucin-Salzsiure-Reaktion nach H. Kreis meist entweder schwach 
ausfiel oder tiberhaupt ausblieb. An deren Stelle wurde vielfach die 
schon erwahnte Niederschlagsbildung beobachtet. Der Riickstand 
von der Wasserdampfdestillation dagegen zeigte die Kreissche Ver- 
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dorbenheitsreaktion meist sehr deutlich, ein Zeichen dafiir, daB der 
Epihydrinaldehyd in sehr wenig fliichtiger Form im ranzigen Produkt 
vorliegt. 

a) Aufarbeitung der wasserigen Extrakte. 

Sofern auf Grund des Ausfalls der Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Saure mit der Anwesenheit in Betracht kommender Mengen von 
Aldehyden zu rechnen war, wurde der wasserige Auszug nach Absattigung 
der freien Sauren mit n/10 Barytlosung einer Wasserdampfdestillation 
unterworfen. Das Destillat diente zur Untersuchung auf Aldehyde, 
der Riickstand wurde auf Saéuren untersucht. 

Zur Abtrennung der Aldehyde wurde wiederholt unter weit- 
gehender Anderung der Bedingungen versucht, eine Fallung mit 
p-Nitrophenylhydrazin sowie mit Methon! (5, 5-Dimethylhydroresorcin) 
zu erreichen. Dabei kam es vielfach im ersteren Falle zur Abscheidung 
von rotbraunen Oltrépfchen, die sich jedoch nicht in den festen Zustand 
iiberfiihren lieBen, oder aber es wurden so kleine Mengen eines Nieder- 
schlages erhalten, daB weitere Untersuchungen nicht angestellt werden 
konnten. Diese Beobachtungen decken sich mit den Angaben der 
Literatur, wonach die héheren Glieder der aliphatischen Aldehyde 
sowohl mit p-Nitrophenylhydrazin? wie auch mit Methon! nur schwierig 
in Reaktion zu bringen sind. Lediglich in einem Falle gelang es, aus 
Olsiure mit p-Nitrophenylhydrazin eine Fallung zu erhalten, deren 
Schmelzpunkt nach fiinfmaligem Umkristallisieren aus Alkohol, dem 
10°%, Pyridin zugesetzt waren, bis auf 178° anstieg; Schmelzpunkt 
des Formaldehyd-p-Nitrophenylhydrazons 181 bis 182°. Es diirfte 
sich also um Formaldehyd gehandelt haben. 

Wegen dieser bei der fillungsanalytischen Abscheidung der 
Aldehyde beobachteten Schwierigkeiten wurde schlieBlich die Identi- 
fizierung derselben ohne Riicksicht auf etwa vorhandenen Formaldehyd 
auf dem Umwege iiber die Oxydation zur Saure durchgefiihrt. Ein 
z. B. 400 ccm betragendes Destillat wurde mit einer Lésung von 20 g 
Kaliumhydroxyd in 20cem Wasser versetzt und dann bei Zimmer- 
temperatur mit 0,5°,iger Kaliumpermanganatlésung bis zur bleibenden 
Griinfarbung oxydiert. Alsdann wurde mit 50°,iger Schwefelsiure 
angesiuert und der ausgeschiedene Braunstein durch Zugabe von 
schwefliger Saure in L5sung gebracht. Durch dreimaliges Ausschiitteln 
mit Ather wurden die gebildeten Carbonsiuren extrahiert. Nach dem 
Abdampfen des Athers wurden sie nach Zugabe von Alkohol mit 
n/10 Barytlésung abgesattigt. Durch die nachstehend beschriebene 
fraktionierte Fallung wurden die Bariumsalze abgeschieden, bei denen 


1 D. Vorldnder, Zeitschr. f. analyt. Chem. 77, 241, 321, 1929. 
2 H. Behrens, Chem.-Ztg. 27, 1105, 1903. 
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nach mehrfachem Umkristallisieren aus dem gefundenen Bariumgehalt 
auf die Art der vorliegenden Saure und damit des zugrundeliegenden 
Aldehyds geschlossen wurde. 

Der urspriingliche wasserige Extrakt wurde, sofern eine Wasser- 
dampfdestillation zur Abtrennung der Aldehyde iiberfliissig erschien, 
unmittelbar mit n/10 Baryt abgesittigt. Bisweilen auftretende geringe 
Niederschlage von 6lsaurem Barium wurden abfiltriert. Hernach 
erfolgte auf dem Wasserbade ein Einengen der Lésung bis zur be- 
ginnenden Kristallisation. Dies trat meist erst bei einem Fliissigkeits- 
volumen von einigen Kubikzentimetern ein. Die nach langerem Stehen 
ausgeschiedenen Kristalle wurden aus Wasser mehrfach umkristallisiert. 
Dabei muBte wegen der geringen Mengen der Niederschlige (oft nur 
einige Milligramm) eine gewisse Zuriickhaltung gewahrt werden. Aus 
dem Filtrat von der ersten Fallung wurde durch weiteres Einengen 
eine zweite Salzfraktion erhalten und so fort bis zu fiinf verschiedenen 
Fraktionen. Mitunter blieb beim Eindampfen die erwartete Nieder- 
schlagsbildung aus; es entstand eine sirupése Fliissigkeit. In diesen 
Fallen lieB sich durch Zugabe von wenig Alkohol eine flockige Fallung 
erzielen, die aus Wasser unter Zusatz von Alkohol gereinigt wurde. 

Von den auf diese Weise erhaltenen Bariumverbindungen wurde 
der Gehalt an Barium in der Weise bestimmt, da das getrocknete 
Salz mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure im Porzellan- 
tiegel vorsichtig abgeraucht, auf diese Weise in Bariumsulfat iiber- 
gefiihrt und als solches gewogen wurde. Da der Bariumgehalt der 
in Betracht kommenden Carbonsauren relativ grobe Unterschiede zeigt. 
laBt sich gut auf die Art der vorliegenden Saéure zuriickschlieBen. 

In analoger Weise wurden jene Lésungen behandelt, die nach 
Oxydation der Aldehyde (vgl. weiter oben) mit Kaliumpermanganat 
erhalten worden waren. 


b) Behandlung der Wasserdampfdestillate. 

Der Riickstand von der wisserigen Ausschiittelung wurde mit 
Wasserdampf destilliert, das Destillat nach Absattigung der freien 
Saure mit n/10 Baryt (Phenolphthalein als Indikator) zur Abtrennung 
der Aldehyde einer erneuten Wasserdampfdestillation unterworfen. 

Die aldehydhaltige Fraktion wurde, wie vorher beschrieben, 
in alkalischer Lésung mit Kaliumpermanganat oxydiert. Die Trennung 
und Identifizierung der gebildeten Sauren erfolgte auf dem Wege 
iiber die Bariumsalze. 


Die bei der zweiten Wasserdampfdestillation hinterbleibende 
saurehaltige Fraktion wurde unmittelbar iiber die Bariumsalze frak- 
tioniert kristallisiert. 
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In der dargelegten Art und Weise wurden zwei Proben Olsaure 
sowie drei Proben Olsiure-Athylester priparativ behandelt. Die nach- 
stehende Zusammenstellung gibt einen Uberblick iiber die Art der 
bisher nachgewiesenen Abbauprodukte. 

Bei Aufarbeitung zweier Proben von ranziger Olsdéure wurden 
erhalten: 





Barium- Barium- 
on gehalt, gehalt, Art der nachgewiesenen S&ure 
Art der Saure berechnet gefunden bzw. des Aldehyds 
9% %lo 


a) Aus dem waisserigen Auszug: 


Capronsaure . . 37,37 35,78 | Wahrscheinlich Gemisch von Capron- 
Heptylsiure . . 34,73 _ J und Heptylsaiure 

Capronsaure . . 37,37 37,42 Capronsaure 

Valeriansaure . 40,46 40,32 Valeriansaure 


ferner nachgewiesen Formaldehyd als 
p-Nitrophenylhydrazon 


b) Aus dem Wasserdampfdestillat : 


32,70 | 

Caprylsiure . . 32,43 32,90 » Caprylsaure 

| 32,12 
Heptylsaure . . || 34,73 roe | Heptylsiure 
Capronsaure . . || 37,37 — Wahrscheinlich Gemisch von Capron- 
Heptylsiure . . 34,73 35,78 und Heptylsaure 
Capronsaure . . 37,37 37,03 Capronsaure 
Valeriansiure . 40,46 — | Wahrscheinlich Gemisch von Butter- 
Butterséure . . 44,10 41,40 {| und Valeriansaure 
Heptylsiure* . 34,73 34,40 Heptylaldehyd 
Pelargonsaure*. | 30,41 30,44 Pelargonaldehyd 


Bei Aufarbeitung dreier Proben von ranzigem Olsdure-Athylester wurden 
erhalten: 





Barium- Barium- 


: . gehalt, gehalt, Art der nachgewiesenen Sture 
Art der Siure berechnet gefunden bzw. des Aldehyds 
oJ, 0; 
0 0 


a) Aus dem wasserigen Auszug: 


59,99 


Ameisensaure . 60,41 60.20 Ameisensaure 
b) Aus dem Wasserdampfdestillat : 
Caprylsiure . . 32,43 32,08 Caprylsaure 
Capronsaure . . 37,37 — | Wahrscheinlich Gemisch von Capron- 
Heptylsiure . . 34,73 36,06 {| und Heptylsaure 
Buttersiure . . 44,10 44,26 Buttersaure 
Propionsaure. 48,47 — Wabhrscheinlich Gemisch von Essig- 
Essigsaure. . . 53,78 52,51 und Propionsaure 
Heptylsaure* . 34,73 34,33 Heptylaldehyd 
Caprylsiure* . 32,43 32,76 Caprylaldehyd 


* In der aldehydhaltigen Lisung nach Oxydation mit Kaliumpermanganat nachgewiesen. 




















Uber die lonenbewegung in Gelatinegelen 
und in der Nervensubstanz. 


I. Mitteilung: 


Die Wanderungsgeschwindigkeit der Hydroxyl- und Wasserstoffionen in 
Gelatinegelen verschiedener Konzentration unter dem Einflu8 von Gleichstrom. 


Von 


W. W. Efimoff. 
(Aus dem Institut fix Physik und Biophysik zu Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1930.) 


In der heutigen Physiologie wird der Beginn der Erregungs- 
prozesse im Nerven- und Muskelgewebe auf die Konzentrations- 
anderung verschiedener Ionen zuriickgefiihrt. Nach der Ionentheorie 
der Nervenerregung von P. P. Lasareff! werden alle physiologischen 
Verschiedenheiten im ersten Stadium der Erregung in allen Sinnes- 
organen auf Anderungen in der Ionenkonzentration zuriick- 
gefihrt. Wie mag sich nun die Konzentration an irgendwelchen Ionen 
andern? Offenbar 1. durch Abwanderung der vorhandenen, 2. durch 
Zuwanderung von neuen Jonen aus den anliegenden Teilen des Gewebes 
und 3. durch Neubildung von Ionen bei der Dissoziation der Molekeln. 
Die Nervensubstanz stellt ein Gel von unbekannter Struktur und Dichte 
dar, in dem die Ionen beim Beginn der Erregung, z. B. durch Gleich- 
strom, zu wandern beginnen. 

Reizen wir nun, wie das eingehend erforscht und fiir die Physiologen 
von groBem Interesse ist, das Gewebe durch den elektrischen Strom, 
so muB bei dessen Einwirkung auf die Nerven oder auf die Muskeln 
eine Ionenbewegung in der Richtung des Stromes entstehen, die allen 
fir Lésungen geltenden Gesetzen der Physikochemie unterworfen 
ist. Infolge der komplizierten Struktur des Nervenstammes sind aber 
Komplikationen, Abweichungen und Ausnahmen von diesen Gesetzen 
zu erwarten. Unter der Einwirkung eines, wenn auch nur kurz dauernden, 


1 P. Lasareff, Ionentheorie der Reizung. Bern und Leipzig 1923. 
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Gleichstroms muB sich die Konzentration der einen lonenart an den 
Elektroden erhéhen und die der anderen vermindern. Diese Konzen- 
trationsinderung wird um so schneller vor sich gehen, je schneller 
die Ionen sich fortbewegen kénnen. 

Vor allem wird sich die Konzentration der beweglicheren Ionen, 
wie H und OH’, schnell andern. Wie bekannt, hangt die Geschwindigkeit 
der lonenbewegung von der GréBe der Reibung an den Molekiilen 
des Mediums, von der darauf wirkenden Kraft (d. h. von dem Potential- 
gefaille) und vom Durchmesser des Ions ab. Daher werden bei der Unter- 
suchung der lIonenbeweglichkeit in irgendeinem Medium zugleich 
die Reibung und die Struktur und die Eigenschaften des Mediums, 
in welchem sich das Ion bewegt, erforscht. 

Die Eigentiimlichkeit der Struktur der Nerven besteht darin, 
daB der Nerv im Querschnitt, physikochemisch betrachtet, aus Stoff- 
schichten von verschiedener Dichte besteht, die die Ionen unter dem 
EinfluB des elektrischen Stromes durchdringen miissen. Beim Uber- 
gang von einer Schicht in eine andere von anderer Dichte werden 
die Ionen ihre Geschwindigkeiten andern, und infolgedessen andern 
sich auch ihre Konzentrationen an der Grenzfliche zweier Schichten. 
Daraus folgt, daB es fiir die Erforschung des Erregungsprozesses vom 
physikochemischen Standpunkt aus von gréBter Wichtigkeit ist, 
iiber die Anderung der Ionengeschwindigkeit in den einzelnen Schichten 
der Nervensubstanz Klarheit zu bekommen. 

Um eine Vorstellung von der Bewegung der Ionen in der 
kolloidalen Nervensubstanz zu erhalten, miissen wir entweder direkt 
die Geschwindigkeit der Ionen messen oder, wenn wir deren GréBe 
fiir andere ahnliche Gele kennen, sie analog auf die lonenverschiebungen 
in der Nervensubstanz iibertragen. Der direkte Weg st68t auf groBe 
Schwierigkeiten; denn wir haben mit den spezifischen Eigenschaften 
des Nervs zu rechnen, namlich unter dem EinfluB von Gleichstrom 
Polarisationserscheinungen zu geben, die die Messung der [onen- 
geschwindigkeit verhindern, mit der Unmédglichkeit, den Nerv auf 
Bedingungen eines rein physikochemischen Experiments zu_be- 
schranken usw. Was den zweiten Fall anbetrifft, so enthalt die Literatur 
sehr wenig Angaben iiber die Ionenbewegung in Gelen. 

Wie bekannt, untersuchte Lodch als erster die Geschwindigkeit der 
H’-Ionen. In der letzten Zeit ist eine kurze, an experimentellem Material 
reiche Arbeit von N. Isgarischew* erschienen, der die absolute Geschwindig- 
keit der H’-Ionen in Gelatinegelen untersucht und auf eine Reihe von 


prong i Erscheinungen bei der gleichzeitigen Bewegung von H’- und 
anderen Ionen hingewiesen hat. 


1 N.Isgarischew und A. Pomeranzewa, Zeitschr. f. Elektrochem. 


1923, Nr. 23/24. 
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In der neuesten Zeit wird bei allen physiologischen Erscheinungen 
den Wasserstoff- und Hydroxylionen groBe Bedeutung zugemessen: 
ihnen wird jetzt die Hauptrolle im ErregungsprozeB zugeschrieben. 
Da Isgarischew in seiner Arbeit nur die Geschwindigkeit des H -Ions 
untersucht und die fiir die Biologie a4uBerst wichtige Frage nach deren 
Abhangigkeit von der Konzentration des Gels an Gelatine nur gestreift 
hat, habe ich die Geschwindigkeit der O H’- und H’-lIonen in Gelatine- 
gelen ganz verschiedener Konzentration gemessen, wobei hauptsachlich 
die Geschwindigkeit der OH’-Ionen untersucht wurde. 


Methodik und Ergebnisse der Messungens 


Es wurde gelbe und weibe Gelatine verwendet. Um Gelatinegallerten 
hoher Konzentration zu gewinnen, wurde das Geraét tiber Dampf warm 
gehalten, da sonst schon beim AusgieSen eine Verhértung an den Wan- 
dungen des GefiBes wahrgenommen wurde. Die gelbe Gelatine gab im 
Verhaltnis zur weiBen etwas héhere und regelmabigere Werte fiir die Ge- 
schwindigkeit der H’- als auch der OH’-Ionen. 

In den zur Lésung der Gelatine benutzten 100 ccm _ destillierten 
Wassers wurden stets je 4g chemisch reines NaCl gelést, da ohne diesen 
Zusatz von Elektrolyt die Ionenbewegung sehr langsam erfolgt und schwer 
zu beobachten ist. Da bei hochkonzentrierten Gelatinegelen das Gesamt- 
volumen betrachtlich stieg und infolgedessen sich die Konzentration an 
NaCl in Gelen von verschiedener Dichte anderte, wurden besondere Ver- 
suche iiber den Einflu8 der Konzentration des zugesetzten Elektrolyten 
angestellt. Es erwies sich, dai Konzentrationen tiber 2% NaCl keine, 
solche zwischen 1 und 2% aber eine sehr starke Wirkung auf die Ge- 
schwindigkeit der OH’-Ionen ausiiben. Da bei unseren Versuchen die 
Konzentration des hinzugefiigten NaCl zwischen 3 und 4% schwankte, 
so konnte man die Korrektur wegen der Volumenanderung vernachilissigen. 
Im allgemeinen war die Methodik dieselbe wie bei Isgarischew. 

Gelatine von verschiedener Konzentration mit Neutralrot rosa ge- 
farbt, wurde in ein 11 mm dickes, mit einem Kiihler umhiilltes Glasrohr 
gegossen. Durch den Kiihler wurde Wasser von konstanter Temperatur 
aus einem Behalter geleitet. Die Enden des Rohres waren in die Seiten 
zweier enger Glaser eingefiihrt, die mit n/10 bis n NaOH, KOH oder 
H,SO0, gefiillt waren. Durch die Pfropfen waren Elektroden gezogen, die an 
der Rohréffnung in groBen Platinplattchen endeten. Die eingeschalteten 
Voltmeter und Milliamperemeter zeigten waéhrend des ganzen Versuchs 
die Potentialdifferenz zwischen den Platinelektroden und die Strom- 
stérke an. Bei Einschaltung des Stromes durch die Platinplattchen wurden 
die Hydroxylionen von der Kathode in die Gelatine getrieben und farbten 
sie von Rosa in Grellgelb mit einer scharfen, fortschreitenden Grenzlinie 
zwischen Gelb und Rosa. Die Verschiebung dieser Grenzlinie wurde alle 
5 Minuten wahrend des ganzen Versuchs, der gew6hnlich mehrere Stunden 
dauerte, gemessen. 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Art der verwandten Gelatine 
auf die Geschwindigkeit der OH-Ionen in allen Gelatinekonzentrationen 
von EinfluB ist. Dagegen zeigte sich bei beiden Gelatinesorten deutlich 
eine erhebliche Verlangsamung der OH’-Ionen bei steigender Gelatine- 
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konzentration. Da die Geschwindigkeit der Wasserstoffionen bereits 
von [sgarischew untersucht worden war, wurden nur wenige Messungen 
an diesem Ion angestellt. Hier wurde ebenfalls eine Verminderung 
der Geschwindigkeit mit wachsender Konzentration beobachtet. 

Bei Versuchen in nur dret Konzentrationen fand Isgarischew fiir das 
H'-Ion in 6% Gelatine eine Geschwindigkeit von 0,001 cm/sec, in 8% 
von 0,00091 cm/sec und in 12°, von 0,00077 cm/sec. 


Tabelle 


der absoluten Geschwindigkeit der H’- und O H’-Ionen bei 17° C in Gelatine- 
gelen verschiedener Konzentration (bei einem Potentialgefalle von 1 Volt /em). 





. ‘ Absolute Geschwindigkeit 
Konzentration tee see 


_ der Gelatine in OH’ in gelber Gelatine OH’ in weifer Gelatine H’ in weifer Gelatine 
Gewichtsprozenten em/sec em sec em/see 
1.4 0.00140 0,00130 
29 0.00130 0,00106 ; 
47 0.00110 0,00110 0,00134 
9 0,00975 0,00085 0,00100 
16,6 0,00970 0,00060 0,00067 
23 0,00057 en 
28,5 — 0,00039 — 
33,3 0,09032 = 
37.5 0,00027 0,00017 
41 0,00013 seed ee 
44.4 . 0.00010 0.00024 


In der oben angefiihrten Tabelle haben wir fiir 4,7 und 9°, Gelatine 
0,00134 und 0,001 cm/sec, also nahezu Isgarischews Werte, wenn 
man die Médglichkeit der Qualitatsverschiedenheit der Gelatine in 
Erwagung zieht. 

Es ist zu bemerken, daB die in den Lehrbiichern der physikalischen 
Chemie angegebenen Werte fiir die absolute Geschwindigkeit des 
H’-Ions bei verschiedenen Autoren stark voneinander abweichen 
(um 20°,)'. Das Hydroxylion wurde iiberhaupt weniger unter- 
sucht als das Wasserstoffion. 

In Gelen hoher Konzentration geht die lonenbewegung so langsam 
vor sich, daB ein Fehler um 0,5 mm auf die aus dem Endresultat be- 
rechnete absolute Geschwindigkeit stark einwirkt. 

Die Tabelle zeigt, daB die absolute Geschwindigkeit der O H’-Ionen, 
wie auch die der H-Ionen mit wachsender Konzentration an Gelatine 
rasch sinkt. Innerhalb der untersuchten Konzentrationen andert 
sich die Geschwindigkeit des Hydroxylions um das Zehnfache (0,0014 
und 0,00013), und zwar verliuft diese Verminderung bei wachsender 


1 Lewis, A system of physical chemistry. I. London 1926. 
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Gelatinekonzentration ziemlich regelmaBig, soweit das bei einem so 
komplizierten und auch in bester Qualitaét nicht chemisch reinen Stoff 
wie Gelatine méglich ist. 

Daraus ergibt sich, daB unter dem EinfluB von Gleichstrom 
wandernde Ionen sich beim Eintritt in einen dichteren Stoff lang- 
samer, und umgekehrt, beim Ubergang aus einem dichteren Stoff in 
einen minder dichten, schneller fortbewegen. Wie wir in der zweiten 
Abhandlung zeigen wollen, gestattet diese Erscheinung, der Frage 
iiber das Verhalten der [onen an semipermeablen Membranen im Nerv 
niherzukommen. Das Vorhandensein der letzteren nimmt Nernst 
in seiner Theorie der Nervenerregung an. 

Wegen der Fehler bei der Messung des Fortschreitens der ge- 
farbten Ionenfront und der Schwierigkeit, bei mehreren Versuchen 
gleiche Gelatinegele zu erhalten, kénnen die Werte fiir die absolute 
Geschwindigkeit nicht als endgiiltig gelten. Die Abhangigkeit der 
lonengeschwindigkeit von der Konzentration des Kolloids liegt jedoch 
klar zutage. 

SchluBlolgerungen. 

1. Es wurde die absolute Geschwindigkeit der OH’- und H- 
lonen in Gelatinegelen verschiedener Konzentration unter der Ein- 
wirkung von Gleichstrom gemessen. 

2. Die Messungen zeigen, daB die absolute Geschwindigkeit der 
Ionen sich bei wachsender Konzentration an Gelatine betrachtlich 
vermindert. Diese Anderung der Ionengeschwindigkeit steht in Be- 
ziehung zu den physikochemischen Vorgingen hei der Nervenerregung. 
Die im Nerv unter der Einwirkung des Stroms wandernden Ionen 
miissen ihre Geschwindigkeit an der Grenzfliche zweier verschieden 
dichter Schichten betrachtlich andern. 

Zum Schlu®B danke ich Herrn Akad. P. P. Lasareff fiir das Interesse, 
das er meiner Arbeit entgegenbrachte und fiir die Uberlassung von Raum 
zu deren Ausfiihrung, sowie auch Herrn Prof. Jsgarischew und Herrn 
Physiker W. A. Lewschin fiir ihre wertvollen Ratschlage. 
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Uber die Lonenbewegung in Gelatinegelen 
und in der Nervensubstanz. 


II. Mitteilung: 


Die absolute Geschwindigkeit der OH’-Ionen in der Nervensubstanz unter 
dem Einflu8 des Gleichstromes. 


Von 


W. W. Efimoff. 
(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik zu Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1930.) 


Im ersten Teil wurde nachgewiesen, daB die absolute Geschwindig- 
keit der O H’- und H -Ionen in Gelatinegallerten sehr stark von der Kon- 
zentration der letzteren abhangt. Fiir die Ionentheorie der Reizung war 
es von Wichtigkeit, auch die Wanderungsgeschwindigkeit dieser Ionen 
in der Nervensubstanz zu messen. Bekanntlich ist eine derartige 
Messung durch die Erscheinung der Polarisation an den Elektroden 
auBerordentlich erschwert. (Die Geschwindigkeit aus der elektrischen 
Leitfahigkeit zu berechnen, ist unméglich, da im Nerv verschiedene 
Tonen enthalten sind.) 


Der Nerv (eines Frosches) wurde in physiologischer Lésung 2 Stunden 
mit Neutralrot gefarbt; darauf griindlich, aber schnell, mit Filtrierpapier 
getrocknet und auf. Platinelektroden in eine feuchte Kammer gelegt. Diese 
bestand aus einer diinnwandigen Vertiefung in einem Stiick Paraffin, 
durch deren Wande dicke, am anderen Ende mit den Stromzuleitungen 
verbundene Platindrahte gefiihrt waren. Diese einfache Einrichtung 
gestattete, die Zah] der Elektroden nach Wunsch zu verringern und zu 
vermehren, sowie die Spannung zwischen den Elektroden, durch die der 
Gleichstrom eintrat, leicht zu messen. Natiirlich muB die Spannung genau 
an den Stellen, durch die der Strom flieBt, gemessen werden, um die Kraft, 
welche die Jonen bewegt, genau zu kennen. Wenn man den mit Neutralrot 
vefairbten Nerv auf die Platinelektroden legt, entwickeln sich an der Anode 
infolge der Elektrolyse und sekundérer Reaktionen Wasserstoff-, an der 
Kathode Hydroxylionen. Diese Ionen beginnen einander entgegen zu 
wandern, was an dem Auftreten einer leuchtend gelben und einer roten 
Farbung zu erkennen ist (Neutralrot wird durch Saéure rot, durch Alkali 




















W. W. Efimoff: Ionenbewegung in CGelatinegelen usw. IT. 355 


gelb). Diese laBt sich schlecht verfolgen, da die sich verschiebende Grenze 
zwischen Rot und Rosa nicht so scharf ist wie die zwischen Gelb und Rosa. 

Gleichzeitig mit der Einschaltung des Gleichstromes durch den Nerv 
wurde eine Stoppuhr in Bewegung gesetzt. Aus der von der gelben Front- 
flache der OH/’-Ionen in einer bestimmten Zeit im Nerv zuriickgelegten 
Strecke, bei Beriicksichtigung der Potentialdifferenz zwischen den Elek- 
troden, berechnen wir die absolute Geschwindigkeit des Ions wie iiblich 
in Zentimetern pro Sekunde bei einem Potentialgefalle von 1 Volt pro 
Zentimeter. 

Noch eine wichtige methodische Bemerkung ist notwendig: Wenn der 
Gleichstrom durch den Nerv geleitet wird, tritt Polarisation ein, und sowohl 
die anfdngliche Stromstdrke als auch die Spannung beginnt zu fallen, der 
Ohmsche Widerstand in der Nervensubstanz dagegen wéichst sehr stark. Es 
wirkt also auf die Ionen im Nerv nicht mehr das urspriingliche Potential- 
getalle zwischen den Elektroden, und die Geschwindigkeit der Ionen nimmt 
ab. Um diese Anderung auszugleichen, wurde nach dem Prinzip der Strom- 
teilung ein Schiebewiderstand in die Kette eingeschaltet und die Spannung 
zwischen den Elektroden auf dem Nerv allméhlich so vergréBert, dal 
das Potentialgefalle im Nerv ungeachtet der Polarisation unveréndert blieb. 

Ferner ist zu bemerken, daB das Auftreten einer deutlichen 
Alkalisierung und Oxydation des Nervs in der Nahe der polarisierten 
Elektroden, sowie die Verbreitung der OH- und H-Ionen im Nerv 
dessen Erregbarkeit und Erregungsleitfaihigkeit nicht vernichten; jedoch 
werden die Reizschwellen wesentlich erhéht. So wurde z. B. der mit 
Neutralrot gefarbte Nerv auf Platinelektroden gelegt, wobei die Kathode 
sich naher am Muskel befand; in der Nahe der Kathode und der Anode 
befand sich zur Reizung je ein Paar mit dem Apparat von Du Bois- 
Reymond verbundener Platinelektroden. 





teizschwelle 


an der 
Polarisierender Strom Polarisationsbilde: 
Anode Kathode 
cm em 
Vor dem polarisierenden Strom 16 16 
Polarisierender Strom 15 Sek., 
2mA, nach Unterbrechung 
ME Eo ag acts 0k 6 9 Es zeigt sich gelbe und rote 
Polarisierender Strom 45 Sek., Farbung an den Elektroden 
ere Pe at ee 0 4 Die gelbe und rote Farbung 
Nach der Unterbrechung des verbreitet sich auf dem Nerv 
polarisierenden Stroms . . 0 10 auf 5 und 7mm 


Aus der Tabelle geht hervor, daB das Auftreten der Polarisation 
in der Tat die Erregbarkeit des Nervs verringert und rasch zerstért, 
und zwar an der Anode irreversibel, wihrend an der Kathode die Er- 
regbarkeit rasch wieder zunimmt, der ProzeB somit reversibel ist 


Der Farbstoff — Neutralrot — selbst bewegt sich lings des Nervs 
nicht. Man kann namlich an der Kathode das Gelbwerden des Nervs 
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hervorrufen und dann durch Auswechslung der Pole die gelb gewordene 
Stelle wieder rot, d.h. eine alkalische Stelle sauer werden lassen und um- 
gekehrt. Wenn der Farkstoff, Neutralrot, sich lings des Nervs bewegen 
wiirde, so wiirde nach der Auswechslung der Elektrode die umgekehrte 
Farbung nicht mehr auftreten kénnen. Wenn man jedoch in das mit Neutral- 
rot gefarbte Gelatinegel zwei Platinelektroden einfiihrt, so wandert der 
Farbstoff Neutralrot selbst durch das Micell der Gelatine mit einer Ge- 
schwindigkeit von 0,00018 cm/sec, wahrend die OH’-Ionen in Gelatine 
der gleichen Konzentration 0,000 36 cm/sec zuriicklegen, d. h. das Hydroxyl- 
ion bewegt sich in Gelatine doppelt so schnell als das gefirbte Ion des 
Farbstoffs. 

Wenn der mit Neutralrot gefirbte Nerv auBer mit den zwei 
Elektroden, durch welche der polarisierende Strom geleitet wird, 
noch mit Elektroden in Beriihrung steht, die ihn an verschiedenen 
Stellen reizen, so verandert sich bei einem starken polarisierenden 
Strom die Farbung des Nervs nicht nur an den Elektroden, durch 
welche der Gleichstrom geht, sondern auch an den zur Reizung be- 
stimmten Elektroden. Bei den oben erwahnten Reizelektroden laBt 
sich ein Gelbwerden, also eine Alkalisierung, auf der einen Seite und 
ein Rotwerden, also eine Siuerung, auf der anderen Seite beobachten. 
Diese Erscheinung ist keine Eigentiimlichkeit des Nervs. Dasselbe kann 
man bei der Elektrolyse aller méglichen Elektrolyte bei Einschaltung 
sogenannter Zwischenelektroden beobachten. Diese Erscheinung 
wird dadurch hervorgerufen, daB beiderseits der metallischen Elek- 
troden, infolge ihrer gréBeren Leitfihigkeit, das Potential plétzlich 
fallt, waihrend im umgebenden Medium dieses Sinken gleichmaBig 
bleibt. Infolge eines solehen Sprunges des Potentialgefialles wird die 
Bewegung der Ionen nur an der gegebenen Stelle beschleunigt, und daher 
erfolgt eine Anhaufung der einen und ein Abnehmen der anderen Jonen 
genau ebenso, wie das bei den polarisierenden Elektroden der Fall ist. 


Fir das Verstandnis der Erregungsprozesse in den Geweben 
unter dem EjinfluB des elektrischen Stromes ist diese Erscheinung 
vom Standpunkt der Ionentheorie der Erregung auch interessant. 
Bekanntlich nimmt diese stets als erste Phase der Nervenerregung 
eine Verinderung der Ionenkonzentration an. Jede Bedingung, welche 
das Ionengleichgewicht im Nerv oder einem anderen erregbaren Gewebe 
verschiebt, kann einen Erregungsproze8 hervorrufen. 


Im Nerv sind natiirlich keine Zwischenelektroden aus Metall 
vorhanden, die ein besonders starkes Fallen des Potentials an irgend- 
einem Punkte bewirken, dafiir aber ist der Nerv seiner Struktur nach 
in der Querrichtung im Gegensatz zur Langsrichtung nicht einheitlich. 
Bei der Anlegung der Elektroden wird diese Ungleichheit, die ver- 
schiedene Leitfaihigkeit der Neurofibrillen, des Neuroplasmas und der 
Myelinumhiillungen des Nervs, auch ein ungleiches Fallen des Potentials 
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auf dem Wege des Stromes von einer Elektrode zur anderen hervor- 
rufen. Bestande diese Ungleichheit nicht, so ware natiirlich das 
Potentialgefille zwischen den Elektroden im Querschnitt des Nervs 
ganz gleichmaBig. Wir dirfen nicht vergessen, daB beim Strom- 
durchgang, wenn die Elektroden an der einen Seite des Nervs an- 
gelegt sind, die Stromlinien den Nerv auch quer durchdringen, und 
zwar um so tiefer, je starker der Strom ist. Das ist sehr gut mit 
bloBem Auge an einem mit Neutralrot gefirbten Nerv bei Einwirkung 
von Gleichstrom zu sehen. Ist der Strom schwach, so erfolgt das Gelb- 
und Rotwerden nur in der Nahe der Elektroden und verbreitet sich 
nicht in die Tiefe der Nervensubstanz. Ist der Strom jedoch stark, so wird 
die ganze Masse des Nervs gelb und rot, und unter dem Mikroskop 
erscheinen alle Fibrillen des Nervs gelb. Somit kann man die Behauptung 
von P. P. Lasareff, daB der Strom um so tiefer die Masse des Nervs 
durchdringt, je starker er ist, experimentell bestatigen, wenn man 
nur die entsprechende Stromstarke fiir den gegebenen mit Neutralrot 
gefarbten Nerv wahlt. 


Die Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen im Nerv wurde nicht nur 
nach der oben beschriebenen Methode gemessen, durch Bildung von H’- 
und OH’-Ionen in der Niéhe der metallischen Elektroden und Bestimmung 
des Fortschreitens der gelben Farbung durch die Hydroxylionen. Es wurde 
vielmehr noch folgendes Experiment gemacht. 

Die Enden des Nervs wurden in Salzsiéiure (oder Alkali) getaucht 
und die Saéure durch den elektrischen Strom in den Nerv getrieben. Es 
ist deutlich zu sehen, wie der rosa Nerv gelb wird und wie die Grenze der 
Gelbfarbung auf dem Nerv fortschreitet. Bei genauer Betrachtung zeigte 
sich jedoch, daB sowohl die Saéure als das Alkali hauptsichlich auf der 
Oberflache des Nervs wandern und nicht durch die ganze Masse des Nervs, 
wie das im ersten Falle zu beobachten war. Wir haben hier also keine 
Bewegung der Hydroxyl- und Wasserstoffionen, sondern nur ein Vor- 
treiben von Saéure und Alkali lings der Oberflache des Nervs. Deshalb 
wurde der Nerv bei den zuerst angefiihrten Versuchen, bevor er in die 
feuchte Kammer gelegt wurde, griindlich éuferlich mit Filtrierpapier 
abgetrocknet. 


Aus der physikalischen Chemie ist bekannt, daB H -Ionen beweg- 
licher sind als OH’-Ionen. Dasselbe Ergebnis muB man auch bei der 
Messung der Geschwindigkeit dieser Ionen im Gelatinegel wie im Nerv 
erwarten. Man kann in der Tat beobachten, daB auch hier das H -Ion 
sich schneller bewegt als das OH’-Ion. Unter gewissen Versuchs- 
bedingungen scheint jedoch das Hydroxylion das Wasserstoffion 
zu tiberholen, und zwar wenn man in ein mit Gelatinegel gefiilltes 
Rohr unter dem Einflu8 von Gleichstrom von der einen Seite H -, von 
der anderen OH’-Ionen eintreten laBt, indem man gleichzeitig in das 
eine GeféB Alkali und in das andere Saure gieBt. Dasselbe kann man 
im Nerv beobachten, wenn er von ungleichmaBiger Dicke ist. Deshalb 
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mufS man einen Nervteil von gleichmaBiger Dicke nehmen. Unter 
dieser Bedingung riickt die Front der H’-Ionen schneller vor als die der 
OH’-Ionen. Man darf annehmen, da8 diese Erscheinung von dem 
ungleichmaBigen Sinken des Potentials abhangt. 


Uber polarisierbare und unpolarisierbare Elektroden. 


Bei schwachem polarisierendem Strom zeigt der mit Neutralrot 
gefirbte Nerv bei Verwendung der Du Bois-Reymondschen _nicht- 
polarisierbaren Elektroden keine Verainderung der Farbung an den 
Elektroden. Das Rotwerden und die Alkalisierung erfolgen jedoch 
auch an nichtpolarisierbaren Elektroden, sobald der durch dieselben 
gehende Strom 1 mA erreicht. Dann polarisieren sich die Du Bois- 
Reymond schen Elektroden selbst, was am Fallen des Stromes zu sehen 
ist; der Strom sinkt von 1 mA bis auf 0,03 mA im Laufe von 7 Minuten. 

Bei einem Strom von 0,2 mA, der im Laufe von 3 Minuten nicht 
absank, wurde der mit Neutralrot gefairbte Nerv bei Verwendung von 
silbernen, mit aufgeschmolzenem AgCl iiberzogenen Elektroden an 
der Anode deutlich rot, d.h. die Konzentration an H-Ionen wuchs, 
und sie breiteten sich langs des Nervs zur Kathode aus. Ein Gelb- 
werden an der Kathode wurde nicht beobachtet: offenbar war die 
Konzentration der OH’-Ionen geringer als die der H-Ionen, oder sie 
dienten zur Oxydation der Elektrode selbst. Das Rot- und Gelbwerden 
des Nervs tritt auch bei fliissigen mit NaCl- oder mit Ringerlésung 
gefillten Elektroden auf. 

Alles das spricht dafiir, daB zwischen polarisierbaren, metallischen 
und nichtpolarisierbaren Elektroden, wie der Du Bois-Reymondschen, 
den fliissigen mit NaCl- und Ringerlésung gefiillten und den halb- 
fliissigen, wie Gelatine, kein prinzipieller qualitativer Unterschied 
beim Durchgang eines Gleichstromes und bei seiner Einwirkung auf 
den Nerv besteht. Der Unterschied ist nur quantitativ. Erstens kann 
man infolge des groBen Widerstandes durch nichtpolarisierbare Elek- 
troden im Vergleich zu metallischen nur schwache Stréme zufiihren. 
Ferner haufen sich die Ionen an den metallischen Elektroden rasch 
an und geben damit die Méglichkeit, sie durch Farbreaktionen zu er- 
kennen. Bei den fliissigen und halbfliissigen Elektroden dagegen 
haufen sich die Ionen an deren Oberflache nicht an, sondern 
dringen frei in die Elektroden ein. Nur bei starken Strémen kénnen 
sie sich dennoch auch an der Oberfliche der unpolarisierbaren Elek- 
troden in bedeutender Menge anhiéufen, da ihre Geschwindigkeit 
im Nerv und in der Elektrode infolge des Unterschiedes in der Reibung 
verschieden ist. Bei Untersuchung der Ionengeschwindigkeit in den 
Gelatinegelen verschiedener Konzentration haben wir gefunden, wie 
stark sie sich unter dem EinfluB der Reibung verindert. Offenbar 
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wird das Ion, das mit einer bestimmten Geschwindigkeit durch den 
Nerv geht, wenn es in die Flissigkeit eintritt, seine Bewegung be- 


schleunigen. Wir wissen zwar noch nicht und das wire fiir sich zu 
untersuchen wie schnell die Bewegung in den kapillaren Poren 


des Lehms ist, aus dem die Du Bois-Reymondschen Elektroden be- 
stehen; wenn sich aber die Geschwindigkeit des Ions in der Elektrode 
im Vergleich zum Nerv vergréBert, so wird keine Veranderung der 
Konzentration an der Elektrode eintreten; fiir das entgegengesetzt 
geladene Ion dagegen, das aus der fliissigen Elektrode in den Nerv 
iibergeht, wird die Geschwindigkeit abnehmen, und wir werden dann 
eine Verainderung der Ionenkonzentration erhalten. Je starker der 
Strom, um so starker wird sich die Konzentration der Ionen andern. 
Somit kann man an den unpolarisierbaren Elektroden das entgegen- 
gesetzte Bild wie an den metallischen beobachten. Es wird alles von 
dem Verhaltnis der lonengeschwindigkeit abhingen und nicht von 
spezifischen physiologischen Prozessen. 

Bisher haben wir nur die H’- und OH/’-Ionen betrachtet, die leichter 
zu beobachten sind, da erstens ihre Konzentrationsinderung am Farb- 
umschlag der Indikatoren zu erkennen ist, zweitens weil ihre grofe Rolle 
im Erregungsprozefs immer mehr hervortritt, und drittens weil bei der 
Verinderung der Konzentration an anderen, z.B. an K-, Na-, Ca- und Mg- 
Ionen, stets eine Erscheinung eintritt, die auch die Veranderung der H’-Ionen- 
konzentration begleitet. Man kann annehmen, dali das Verhiltnis der 
Geschwindigkeiten der Antagonistenionen im Nerv dasselbe sein wird 
wie in reinen Lésungen. 

Wenn ein K-Ion sich aus dem porigen Lehm der Du Bois-Reymondschen 
Elektroden in den Nerv bewegt, und wenn seine Geschwindigkeit in der 
Elektrode gréBer ist als im Nerv, so werden die K-Ionen anfangen, sich 
im Nerv in der Nahe der Elektrode anzuhéufen und sofort auf das Wasser 
des Nervs unter Bildung von OH’-Ionen einwirken. Somit wird als Folge 
der Vergr6éBerung der K-Ionenkonzentration alkalische Reaktion an der 
Elektrode eintreten; dasselbe gilt auch fiir die Na-Ionen und, in geringerem 
Mabe, fiir die Ca- und Mg-Ionen. 


Messung der Geschwindigkeit der OH’-Ionen im Nerv. 


Bei Anwendung der oben beschriebenen einfachen Methodik, 
die natiirlich noch vieler Verbesserungen bedarf, erhielten wir die 
folgende Tabelle fiir die absoluten Geschwindigkeiten der O H’-Ionen 
in der Nervensubstanz. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit des lons in der Froschhaut 
ist von gleicher GréBenordnung, im Wollfaden aber wesentlich gréBer 
als im Nerv. 

Wie die Tabelle zeigt, ist die Bewegung des OH’-Ions im Nerv 
sehr langsam. Die Werte fiir die Geschwindigkeit schwanken sehr 
stark, was auf die groBen Fehler bei der Messung des Fortschreitens 
der gelben Grenzflache der OH’-Ionen zuriickzufiihren ist. 
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, Von der 
Potential- Front der Absolute 
gefille OH’-Ionen Geschwindigkeit 
Dauer der Bewegung zwischen den zuriick- des OH’-lons in der 
Elektroden gelegter Weg Nervensubstanz 
Volt mm em/see 
Ss a oe 30 2 0,000 061 
Paige ae oa heat ae aero 42 2 0,000 087 
SE eae he ae 42 4 0,000 240 
I a rales 8. ha ee ne 40 5 0,000 094 
a ira 2 20 1 0,000 055 
i A a Oa es 20 2 0,000 043 
a eee 20 3 0,000 160 
eR: eer ee 20 3 0,000 160 
Durchschnitt : 0,000 106 
Froschhaut, 1 Min. 30Sek. . . . 40 q 0,000 070 
Pa a ok kk ee ee 40 4 0,000 360 


Der eine Wert von 0,00024 cm/sec ist verhaltnismaBig hoch, 
was von der kurzen Beobachtungsdauer -—- 45 Sekunden —- abhangen 
mag. Im gegebenen Falle war die Stromstarke sehr groB —- 6mA —, 
wahrend die Versuche meist bei einer Stromstarke von 2 mA durch- 
gefiihrt wurden, was fiir die Wanderungsgeschwindigkeit von Be- 
deutung sein kann. Die Jonengeschwindigkeit hangt nicht von der 
Stromstarke ab, die VergréBerung der Stromstarke bei gleicher Potential - 
differenz kann jedoch auf die Anwesenheit gréBerer Mengen anderer 
Ionen im Nerv oder auf eine Zerstérung seiner Struktur zuriick- 
gefiihrt werden. Es entsteht die Frage, ob die Ionen sich im Nerv 
gleichmaBig bewegen, oder ob ihre Geschwindigkeit mit der Zeit ab- 
nimmt. Bisher lieB sich das nicht feststellen. 

Eine spezielle Messung der Wanderungsgeschwindigkeit der 
H-Ionen im Nerv wurde nicht ausgefiihrt, da die Frontfliche der 
H -Ionen nicht so scharf ist wie die der OH’-Ionen. 

Wie wir in einer der nachsten Arbeiten zeigen werden, kann man, 
wenn man die absolute Geschwindigkeit des O H’-Ions in der Nerven- 
substanz kennt, an die Bestimmung des von den Ionen im Nerv im 
Moment der Erregung zuriickgelegten Weges herantreten. 


SchluBfolgerung. 


Die absolute Geschwindigkeit des OH’-Ions in der Nervensubstanz 
unter dem Einflu8 eines Gleichstroms ist sehr gering und schwankt 
zwischen 0,000043 bis 0,000240 (Mittelwert 0,000 106) cm/sec. 


Zum SchluB spfteche ich dem Direktor des Instituts, Prof. Dr. P. P. 
Lasareff meinen tiefgefiihlten Dank fiir das staindige meiner Arbeit ge- 
schenkte Interesse aus. 




















Uber die lonenbewegung in Gelatinegelen 


und in der Nervensubstanz. 


III. Mitteilung. 
Der Temperaturkoeffizient der Wanderungsgeschwindigkeit der Hydroxyl- 
ionen in Gelatinegelen im Vergleich zu den Temperaturkoeffizienten ver- 
schiedener Phasen des Erregungsprozesses im Nerv und. im Muskel. 


Von 
W. W. Efimoff. 


(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik zu Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1930.) 


Im ersten Teile wurde nachgewiesen, daB die absolute Geschwindig- 
keit der Ionenbewegung in Gelatine in hohem Mae von deren Kon- 
zentration abhaingt. In der vorliegenden kleinen Arbeit wurde der 
Einflu8 der Temperatur auf die Wanderungsgeschwindigkeit der 
OH’- und H-Ionen in Gelatine verschiedener Konzentration unter- 
sucht. Die Bestimmung der Temperaturkoeffizienten verschiedener 
physikalischer und chemischer Prozesse hat auBer ihrer Bedeutung 
fiir Physik und Chemie auch fiir den Biologen groBes Interesse. 

Aus dem Vergleich der Temperaturkoeffizienten kann man An- 
haltspunkte dafiir gewinnen, welcher physikalisch-chemische Proze} 
einer gegebenen biologischen Erscheinung zugrunde liegt. So liegt 
der Temperaturkoeffizient der Zahl der Herzschlige zwischen 2 und 3, 
was auf die chemische Natur der Rhythmik der Herzkontraktionen 
schlieBen 1aBt!. 

Methodik. 

Es wurde die gleiche Apparatur wie im ersten Teile der Arbeit benutzt. 
Die gewiinschte Temperatur der Gelatinegallerte wurde dadurch erreicht, 
dali Wasser entsprechender Temperatur mit verschiedener Geschwindigkeit 
durch den die mit Gelatine yefiillte Roéhre umgebettden Kiihler geleitet 
wurde. Die Temperatur des Wassers wurde sofort beim AusflieBen aus dem 
Kiihler in einem kleinen Zylinder gemessen. Die Temperaturschwankungen 


1 R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 6. Aufl. 
Leipzig 1926. 
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betrugen + 0,75°. Die Geschwindigkeitsmessungen wurden nach Er- 
reichung einer konstanten Stromstarke fiir die Temperaturintervalle von 
7 bis 17° und von 6 bis 16°C ausgefiihrt. Die Resultate der Messungen 
gehen aus der Tabelle hervor. 





re eee t+-10) i a : 
Der 'Temperaturkoeffizient aa K der Geschwindigkeit der OH’- 
und H’-Ionen in Gelatinegelen verschiedener Konzentration. 
Konzentration der Gelatine —— oF — 1 
in Gewichtsprozenten Gelbe Weibe Gelbe 
Gelatine Gelatine Gelatine 
15 1.4 a 
2,09 1.5 1,4 
4,76 1,4 1,4 1,3 
y 1,6; 1,7 — - 
17,3 1,4 1,3 L4, 13, £9 
25 1,8 —~ — 
31 1,7 Be 2.0 
38 1,6 
44 2,4 1,1 
Durchschnitt |Durchschnitt . 
+p Jurchse ( 
1.65 14 Durchschnitt 1.6 


Wie die Tabelle zeigt, ist der Temperaturkoeffizient der absoluten 
Geschwindigkeit der Hydroxyl- und Wasserstoffionen im Durchschnitt 
1,4 bis 1,65 fiir Gele aus beiden Gelatinesorten in allen Konzentrationen. 


Somit ist die Konzentration ohne EinfluB auf die GréBe des Tem- 
peraturkoeffizienten. Die von uns gefundenen Zahlen kommen den 
von Osterhout! gefundenen Werten fiir den Temperaturkoeffizienten der 
elektrischen Leitfahigkeit des lebenden und toten Protoplasmas im 
Seetang sehr nahe. Er erhielt fiir das lebende Protoplasma im Tem- 
peraturintervall von 10 bis 20° als Temperaturkoeffizienten den Wert 
1,33, fiir das tote 1,26. 

Wie in der Gelatine, so spielt natirlich auch im Protoplasma 
die Veranderung der Viskositaét eine Rolle. Die Viskositat des toten 
Protoplasmas ist offenbar geringer als die des lebenden, infolge der 
Koagulation seiner Kolloide beim Absterben. 

Jetzt wollen wir sehen, welche von den Physiologen untersuchten 
Teilprozesse der Erregung im Nerven- und Muskelsystem Temperatur- 
koeffizienten aufweisen, welche dem fiir die absolute Geschwindigkeit 
der Hydroxyl- und Wasserstoffionen in Gelatinegelen gefundenen 
aahekommen. Diese Frage wurde von Lucas? untersucht; er fand 
fiir die Fortpflanzungsgeschwindigkeit der Erregung im Nerv einen 


1 W.J. V.Osterhout, diese Zeitschr. 67, 272, 1914. 
2 Keith Lucas, Journ. of Physiol. 87, 112, 1908. 
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Temperaturkoeffizienten von 1,79. Woolley! fand dafiir im Muskel 
einen Wert von 1,46 bis 2,37; er fand ferner fiir die latente Periode 
zwischen 5 und 15° einen Temperaturkoeffizienten von 3,34 und fiir 
das Intervall von 10 bis 20° von 3,51. Bazette fand fiir die refraktorische 
Periode einen Koeffizienten von 3,6. 

Wenn wir alle diese Werte mit dem Temperaturkoeffizienten 
der Ionenbewegung vergleichen, finden wir gute Ubecreinstimmung 
mit dem Koeffizienten der Fortpflanzungsgeschwindigkeit der Er- 
regung im Nerv und im Muskel. Es wire jedoch natiirlich falsch, 
hieraus zu schlieBen, daB die Entstehung und Verbreitung eines Er- 
regungsprozesses sich nur auf den physiko-chemischen Proze} der 
Ionenbewegung unter dem EinfluB des Gleichstroms zuriickfiihren 
lieBe. Der ErregungsprozeB besteht vielmehr, wie in einer der 
nichsten Mitteilungen gezeigt werden wird, aus einer Reihe rasch 
aufeinanderfolgender physiko-chemischer Prozesse von Ionencharakter 
von denen die Ionenwanderung nur einen darstellt. Die Uberein- 
stimmung der Temperaturkoeffizienten zeigt nur, dab die absolute 
Geschwindigkeit der Ionen im ErregungsprozeB eine wichtige Rolle spielt. 


Zusammenfassung. 


Der Temperaturkoeffizient der absoluten Geschwindigkeit der 
Hydroxyl- und Wasserstoffionen in Gelatinegelen verschiedener 
Konzentration ist 1,4 bis 1,65. 

Dieser Wert kommt dem Temperaturkoeffizienten der Verbreitungs- 
geschwindigkeit der Erregung im Nerv und Muskel sehr nahe. 


Zum SchluB spreche ich dem Akademiker P. P. Lasareff meinen 
tiefgefiihlten Dank fiir das meiner Arbeit geschenkte standige Interesse aus. 


1 V.J. Woolley, Journ. of Physiol. 37, 122, 1908. 





Uber die Rolle der Phosphorylierung 
im intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel der Pflanze. II. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Johannes Pany. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgeftihrt mit einer Unterst‘itzung aus der Seegen-Stiftung der Akademie 
der Wissenschaften in Wien. 


(Eingegangen am 20. Janiar 1930.) 


In der ersten Mitteilung dieser Reihe wurde mit Albers! die Frage, 
ob die Phosphorylierung auch im intermediiren Kohlenhydratstoff- 
wechsel der Pflanze eine Rolle spielt, an der assimilierenden und dissi- 
milierenden Pflanze systematisch untersucht. Die damals erhobenen 
Befunde ergaben, daB bei der assimilierenden Pflanze — als Testobjekt 
diente Elodea canadensis —- die organisch gebwndene siurelisliche 
Phosphorséure bei der Assimilationstitigkeit auf Kosten des an- 
organischen Phosphats zunimmt. Dies wurde in dem Sinne ausgelegt, 
daB hier anorganisches Phosphat durch Veresterung mit Kohlenhydrat 
in organisches Phosphat iibergefiihrt wird. Die Ergebnisse bei der 
dissimilierenden Pflanze -—- im Dunkel auf FlieBpapier gekeimter 
Weizen und Roggen — waren jedoch durchaus nicht einheitlich. In 
einem Teile der Versuche lieB sich wohl bei der Keimung eine Zunahme 
der organischen siiureléslichen Phosphorfraktion feststellen, in anderen 
Versuchen jedoch wurde — offenbar durch Besonderheiten des Keim- 
gutes und abnorme Keimungsbedingungen verursacht — ein derartiges 
Verhalten vermibt. Bei der praiparativen Verarbeitung von Keimlingen 
gelang damals die Isolierung eines Bariumsalzes, das nach seinen 
analytischen Daten und seinem sonstigen Verhalten als das Bariumsalz 
einer phosphorylierten Oktamylose angesprochen werden mute. Doch 
gestatteten die minimalen Ausbeuten keine nihere Charakterisierung. 

Diese Ergebnisse verlangten in mehrfacher Hinsicht eine Erganzung. 
Einmal war es notwendig, die ausgesprochene Vermutung, dab die 


1 Diese Zeitschr. 197, 261, 1928. 
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bei der assimilierenden Pflanze beobachtete Zunahme der organisch 
gebundenen Phosphorsaure auf Veresterung von anorganischem Phosphat 
mit Kohlenhydrat zuriickzufiihren sei, in exakter Weise zu stiitzen. 
Zur Durchfiihrung dieses Beweises gab es zwei Wege: einmal den Versuch 
einer Isolierung und Identifizierung dieses Kohlenhydratesters, dann 
aber die Anwendung einer Methodik, welche es gestattete, bei der 
Assimilation eventuell auftretende reduzierende Kohlenhydratphosphor- 
sdiureester quantitativ zu erfassen. Weiter muBte, um die Natur der 
phosphorylierten Oktamylose als intermediares Produkt des biologischen 
Starkeabbaues sicherzustellen, der Nachweis erbracht werden, dab 
ihre Jsolierung unter gleichen auBeren Bedingungen mit RegelmaBigkeit 
gelingt. Durch biologischen Abbau einer gréBeren Menge sollte ferner 
die Natur des phosphorylierten Zuckers festgestellt werden. Diese 
Aufgabe erschien um so notwendiger, als dieser Oktamylose nicht nur 
die Bedeutung eines intermediaren, bei der Mobilisation der Starke 
auftretenden Produktes zukommt; vielmehr handelt es sich hier um 
ein natiirliches Spaltprodukt des Starkemolekiils, dem sowohl vom 
Standpunkt des konstitutionellen Aufbaues der Starke als auch fii 
die Frage, ob das Phosphation in organischer Bindung mit dem Stirke- 
molekiil verkniipft ist, theoretische Bedeutung zukommt. 


1. Die Isolierung einer reduzierenden Hexosemonophosphorsiiure aus 
assimilierender Elodea canadensis. 

Zur Entscheidung der Frage, ob bei der assimilierenden Pflanze 
intermediar Hexosemonophosphorsaureester auftreten, wurden zunachst 
verschiedene Laubpflanzen, in erster Linie Lindenbldtter, welche nach 
einigen Stunden intensiver Sonnenbestrahlung Anfang Juni 1928 
gesammelt wurden, nach einer dem Material angepaBten Modifikation 
der Methodik von Neuberg und Lethowitz! verarbeitet. Wohl gelang 
es auf diese Weise, minimale Mengen eines reduzierenden, wasser- 
léslichen, durch Alkohol fillbaren Bariumsalzes zu isolieren, welches 
positive Molisch-Reaktion gab und Phosphorséure in organischer 
Bindung enthielt. Doch bereitete die Aufarbeitung dieses Materials 
wegen der unangenehmen Begleitstoffe derartige Schwierigkeiten, 
daB die Darstellung gréBerer Mengen des Bariumsalzes aussichtslos 
erschien. Aus diesem Grunde wurde auf Elodea canadensis zuriick- 
gegriffen. Vorversuche mit kleineren Mengen ergaben sowohl nach dem 
von Embden*® als auch von Newberg (l.c.) angegebenen Arbeitsgang 
reduzierende Bariumsalze. Es wurden nun insgesamt 750 g frischer 
Elodea nach vierstiindiger Bestrahlung mit einer 2000-Watt-Lampe 


1 Diese Zeitschr. 184, 489, 1927; 187, 481, 1927. 
2 H. 141, 225, 1924. 
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und unter Verwendung einer Nahrlésung, welche Glucose und an- 
organisches Phosphat in Form von sekundirem Natriumphosphat 
enthielt, verarbeitet. Um jegliche fermentative Abspaltung hintan- 
zuhalten, wurden die Pflanzen nach Beendigung der Bestrahlung 
unter fliissiger Luft verrieben und weiter nach dem Verfahren von 
Neuberg-Leibowitz auf Hexose-Monophosphorsiure verarbeitet. Es 
wurden so tiber 50 mg eines reduzierenden Bariumsalzes isoliert, dessen 
analytische Daten mit denen des Bariumsalzes einer Hexose-Mono- 
phosphorsdure vollkommen iibereinstimmen, wie nachstehende Werte 
zeigen : 
C,H,,0;P0,Ba. Ber.: Ba 34,73%, P 7,848 %. 
Gef.: Ba 34,75%, P 7,784 %. 

Die minimalen Mengen des Materials gestatteten leider nicht, 
die optische Drehung in einwandfreier Weise festzustellen. Die Be- 
stimmung des Reduktionsvermégens nach der Ferricyanidmethode 
von Hagedorn-Jensen ergab, auf Hexose gerechnet, den auffallend 
niederen Wert von rund 7°,. Da bei den vorhandenen Mengen ein 
biologischer Abbau des Esters wenig aussichtsreich erschien, wurde 
die Natur der vorliegenden Hexose nach der von Macleod und Robison’ 
zur Mikromethodik umgestalteten Methode von Willstdtter und Schudel* 
zu ermitteln versucht. Dabei ergab sich, daB von der vorliegenden 
Hexose 7,67°%, nach Willstdtter-Schudel jodometrisch bestimmbar 
sind. Nach der Jodbehandlung wurde mit der Michaelisschen*® Mikro- 
methode eine weitere Reduktion von 36,5°,, als Glucose berechnet, 
ermittelt, die auf Ketose zu beziehen ist. Nach diesen Ergebnissen 
handelt es sich zweifellos um einen Fructose-ester. Die geringe nach 
W illstdtter-Schudel gefundene Aldosemenge diirfte auf eine Umlagerung 
der Ketose zuriickzufiihren sein. Zeigt doch auch der Neuwbergsche 
Ester, von dem es feststeht, daB er ein Fructoseester ist, nach der gleichen 
Methodik einen Aldosegehalt von 7,82°,. Wie vergleichende Unter- 
suchungen an dem Newbergschen Ester und an dem Robisonschen 
Garungshexosemonophosphat ergeben haben, ist der aus der assi- 
milierenden Pflanze isolierte Ester von den beiden vollkommen ver- 
schieden. Nachstehende Ubersicht mége das Gesagte veranschaulichen. 
Die Werte fiir den Neubergschen und Robisonschen Ester sowie fiir 
Hexosediphosphat sind nach eigenen Untersuchungen angefiihrt ; 
fiir den HEmbdenschen Ester sind vergleichsweise die Werte aus den 
Arbeiten von HEmbden und Zimmermann* bzw. Embden und Jost® 


1 Biochem. Journ. 28, 517, 1929. 

2 Ber. 51, 780, 1918. 

3 Diese Zeitschr. 59, 166, 1914. 
4H. 141, 225, 1924; 167, 114, 1927. 
5 H. 179, 24, 1928. 
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eingesetzt. Die Mono-phosphorsaureester gelangten als Bariumsalze 
zur Untersuchung, von der Hexosediphosphorsaure lag das Magnesium. 
salz vor}. 





Hexose- 
phosphor- Neuherg- | Robison- Embden- Hexose- 
Siureester scher scher | scher diphosphor- 
aus Ester Ester Ester siure 
Pflanzen 
0 0 0 0 0 
uU 0 0 0 0 
Reduktion nach Hagedorn- 
Jensen in Hexose. . . 6,90 104 74 66,6 21,21 
Aldose nach Willstdtter- 94.4 
Schudel 3 ‘ 7,67 7,82 58,28 92 4 6,26 


Die geringen Mengen des neuen, als intermediires Produkt bei 
der Assimilation auftretenden, von dem Newubergschen zweifellos 
strukturell verschiedenen Fructose-esters gestatteten leider keine 
nahere strukturchemische Aufkliarung. In erster Linie mu} die Frage 
nach dem Ort der Veresterung offen bleiben. Wie Untersuchungen 
von Newberg? ergeben haben, mu8 man offenbar mit einer Vielhett 
von Hexosemonophosphorsdureestern, welche im intermediaren Stoff- 
wechsel der Kohlenhydrate auftreten kénnen, rechnen. 


2. Das quantitative Verhalten der Hexosemonophosphorsiure bei der 
Assimilation. 

War so der Nachweis gelungen, daB in der assimilierenden Pflanze 
eine Hexosemonophosphorsaure als Zwischenprodukt faBbar ist, so 
muBte das quantitative Verhalten dieser Verbindung in Hinblick 
auf die seinerzeit an den Phosphorséurefraktionen erhobenen Befunde 
einiges Interesse erwecken. Nun ist von Embden und Jost vor kurzem 
eine Methodik zur quantitativen Bestimmung der Hexosemonophosphor- 
siiure des Muskels (Laktacidogen) veréffentlicht worden, deren Prinzip 
auf der Tatsache beruht®, daB die Magnesiwmsalze der Hexosephosphor- 
sdureester wasserléslich sind und sich durch Alkohol aus ihren Lésungen 
abtrennen lassen, ohne daB andere reduzierende Kohlenhydrate mit- 
gefallt werden. Die Bestimmung erfolgt dann durch Reduktion. Es 
erschien aussichtsreich, unter den durch die Besonderheit des Materials 
gebotenen Abweichungen diese Methodik fiir die vorliegende Frage- 
stellung heranzuziehen. Nach einer Reihe von Vorversuchen, welche 
die Brauchbarkeit auch fiir pflanzliches Material erwiesen, wurde 
nun mit dieser Anpassung der Methodik das Verhalten der Hexose- 


1 Fiir die Uberlassung der Praparate méchten wir auch an dieser 
Stelle Herrn Professor C’. Newberg unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 

2 Diese Zeitschr. 210, 466, 1929. 

3 Neuberg und Sabetay, ebendaselbst 161, 240, 1925. 
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monophosphorsaure bei assimilierenden Pflanzen — Elodea canadensis - 

gepriift. Ubereinstimmend ergaben alle Versuche, daB& bei der assi- 
milierenden Pflanze im Vergleich zu der im Dunkel unter sonst gleichen 
Bedingungen der Temperatur und Nahrlésung gehaltenen Kontrolle 
die reduzierende Hexosephosphorsiure betrachtlich zunimmt. Bei 
Pflanzen, deren Assimilationsvermégen durch langeres, unzweck- 
mifiges Aufbewahren in der Laboratoriumsluft geschadigt war, wurde 
eine derartige Vermehrung so gut wie ginzlich vermiBt. Im nach- 
stehenden geben wir eine Ubersicht iiber unsere Versuche, die jeweils 
an 50 bis 100 g Elodea bei einer Bestrahlungsdauer von 4 bis 6 Stunden 
durchgefiihrt wurden. Samtliche Werte sind auf 100 g frisches Pflanzen- 


material gerechnet. 





aes Hexosephosphorsiure Zun: . 
— als Glucose (in 100 g Pflanzen) re 
Versuch : — — : 
et Bestrahlung Kontrolle bestrahlt absolut : 

Nr Std. mg mg mg . 
6 4 1,972 3,186 1,214 61,5 
2 5 1,272 2.832 1,560 122.6 
3 6 2,00 3,77 1,77 88,5 
4* 6 1,304 1,500 0.196 14.9 


* Altes Material. 


Die Werte in vorstehender Tabelle entsprechen den durch die 
Reduktionsbestimmung gefundenen Glucosewerten. Fiir Hexose- 
monophosphat liegen diese Zahlen wesentlich héher, da, wie die 
Untersuchung des isolierten Esters ergab, der Reduktionswert dieses 
Intermediairproduktes nur annaihernd 7°, der vorhandenen Hexose 
entspricht. Rechnet man von dem tatsachlichen Reduktionswert 
auf Hexosemonophosphorsiure und von dieser auf Phosphor um, 
so ergeben sich folgende Zunahmen: 





Hexosemono- 


phosphorsiure Phosphor 
mg mg 
Fir Versuch 6... . 27,6 3,30 
” ‘ » 32,6 3,89 
a e 3. 37,1 4,42 
” n 4. 4,11 0,49 


In der GréB®enordnung stimmen die so berechneten Phosphorwerte 
mit den seinerzeit fiir die Zunahme des organisch sdaureldéslichen 
Phosphors gefundenen Werte iiberein und stiitzen so die auf Grund 
der Phosphorwerte gemachte Annahme, die Vermehrung des organisch 
gebundenen Phosphors sei auf eine intermediare Bildung von Kohlen- 
hydratphosphorsaureestern zuriickzufiihren. 
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3. Zur Charakterisierung der bei der Keimung auftretenden phosphorylierten 
Oktamylose. 

Wie eingangs erwahnt, erweckt die seinerzeit aus Keimlingen 
isolierte phosphorylierte Oktamylose nach mehrfacher Hinsicht einiges 
Interesse. Will man einem derartigen Produkt die Realitat als inter- 
mediares Stoffwechselprodukt zuschreiben, so muB es sich unter sonst 
gleichen Bedingungen des Versuchs mit Regelmabigkeit nachweisen 
lassen. Das ist, wie zahlreiche Versuche bei der Aufarbeitung von 
insgesamt 4,5 kg Weizen, die in Portionen von rund 300 g zur Keimung 
angesetzt waren, tatsichlich der Fall. 

Durch einen kleinen Kunstgriff gelang es auch, die Schwierigkeiten, 
die sich bei der Verarbeitung der Bleiniederschlage friiher ergeben 
hatten, zu meistern und schlieBlich insgesamt mehr als 1 g des Barium- 
salzes der Oktamylose zu isolieren. Die analytischen Werte, die von 
dem durch wiederholtes Umfiallen gereinigten Salz erhalten wurden, 
stimmten wesentlich giinstiger auf die Formel des Bariumsalzes einer 
phosphorylierten Oktamylose mit 2 BaO in Saccharatbindung als die 
seinerzeit mitgeteilten Werte: 


Cy, Hz,03,P O, Ba . 2 BaO. Ber.: Ba 22,67%, P 1,707% 
Gef.: Ba 22,5%, P 1,56% 
22,6 %, 1,68 %. 


Werte von Barrenscheen und Albers. Ber.: Ba 21,27°, P 1,46 °,. 
Gef.: Ba 21,9%, P 1,49%. 
Zur weiteren Charakterisierung wurde das Bariumsalz durch 
Umsetzen mit der berechneten Menge Magnesiumsulfat in das Mag- 
nesiumsalz iibergefiihrt und in der Lésung des Magnesiumsalzes die 
optische Drehung bestimmt. Es ergab sich eine spezifische Drehung 


[a}?? = + 49.91°, 
(a**” — +. 0,943 [Mittelwert], c = 1,89°%,, l= 1 dm). 


Um iiber die Natur des mit Phosphorsiure veresterten Zuckers 
naheren AufschluB zu erhalten, wurde das Magnesiumsalz der Oktamylose 
mit Takadiastase durch 72 Stunden bei 37° abgebaut. Aus dem Abbau- 
gemisch wurden nach der Methodik von Newberg-Leibowitz 130 mg 
eines reduzierenden Bariumsalzes isoliert, dessen analytische Daten 
mit den Werten fiir eine Hexosemonophosphorsiéure vollkommen 
ibereinstimmen. 


C,H,,0;P0,Ba. Ber.: Ba 34,73%, P 7,848 % 
Gef.: Ba '34,6%, P 7,817% 
34,09%, 7,554 % 


Die optische Drehung des Bariumsalzes ergab eine deutliche, 
wenn auch geringe Drehung nach links. Bei einer Konzentration von 


24* 
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2,66 °., wurde im Mittel eine Drehung von — 0,049 beobachtet. Daraus 
errechnet sich eine spezifische Drehung von [a], == — 4,33° (1 = 1 dm). 
Bemerkenswert erscheint, daB die Drehung des Bariumsalzes im Gegen- 
satz zu den bisher in der Literatur beschriebenen Bariumsalzen der 
Phosphorsaureester nach links gerichtet ist. Bei der Reduktions- 
bestimmung nach Hagedorn Jensen wurde fiir die vorhandene Hexose 
ein Reduktionswert von 49,78°,, als Glucose berechnet, festgestellt. 


Zur weiteren Charakterisierung wurde das Bariumsalz in das 
Brucinsalz iibergefiihrt, von dem rund 100 mg erhalten wurden. Das 
in schénen, unter dem Polarisationsmikroskop prachtvoll doppel- 
brechenden, prismatischen Plattchen kristallisierende Brucinsalz ergab 
bei der Analyse einwandfrei stimmende Werte: 
C,H,,0;PO,H,(CogHogN.)> Ber.: N 5,34%, P 2,96%, OCH, 11,84 %,. 

Gef.: N 5,61%, P 2,97%, OCH, 11,83 %. 


Fir die optische Drehung des Brucinsalzes wurde ein Wert von 
[a]p = —20,47° ermittelt [a= —0,348 (Mittelwert), c= 1,7, 
l= 1dmj). Fiir das Brucinsalz des Neuberg-Esters betragt der ent- 
sprechende Wert? (in 20 °,igem Alkohol) — 26,85°, fiir den Robisonschen 
Ester werden von Neuberg und Leibowitz? Werte zwischen — 22,1° 
bzw. — 22,9° angegeben. 


Nach Riickiiberfiihrung des Brucinsalzes in das Bariumsalz wurde 
dieses mit Knochenphosphatase nach Martland und Robison® ab- 
gebaut, um durch diese biologische, nach den vorliegenden Angaben 
die Struktur der Hexose nicht angreifende Methode Anhaltspunkte 
fiir die Natur des Zuckers zu erhalten. Der Abbau wurde 4 Tage bei 
37° unter Toluol im Brutschrank gehalten. Die lange Abbauzeit war 
notwendig, da die gewahlte neutrale Reaktion, welche zur Vermeidung 
von Umlagerungen des Zuckers eingehalten wurde, nicht dem Optimum 
der Phosphatase entspricht. Nach dieser Zeit wurde das Ferment- 
praparat entfernt und das optische Verhalten der Lésung gepriift. 
Es ergab sich eine minimale Linksdrehung. Zur Identifizierung der 
offenbar vorliegenden Fructose wurde das Methylphenylosazon nach 
Neuberg* dargestellt, das einwandfrei kristallisiert in sehr geringer 
Menge erhalten werden konnte. -Im Mikroschmelzpunktsapparat 
nach Kletn® zeigte es einen Schmelzpunkt von 147 bis 148° gegeniiber 
einem Schmelzpunkt von 147 bis 150°, den ein aus reiner Fructose 


Neuberg und Dalmer, diese Zeitschr. 181, 188, 1922. 
Ebendaselbst 184, 489, 1927. 

Biochem. Journ. 28, 237, 1929. 

Ber. 35, 959, 1902. 

Mikrochemie, Pregl-Festschrift 1929. 
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dargestelltes Fructosemethylphenylosazon im gleichen Apparat unter 
den gleichen Bedingungen ergab. 


Es handelte sich also zweifellos bei diesem durch Abbau der 
phosphorylierten Oktamylose gewonnenen Hexosemonophosphor- 
siureester um einen Fructoseester, der von dem Neubergschen nach den 
bei der Reduktion und der optischen Drehung erhobenen Befunden 
verschieden ist und der auch nicht mit dem aus assimilierenden Pflanzen 
isolierten Ester iibereinstimmt. 


Nun hat J. Kerb! im Institut von Newberg beim Abbau 
kiinstlich phosphorylierter Starke durch Takadiastase gleichfalls 
einen allerdings nicht naher beschriebenen Hexosemonophosphor- 
siureester isoliert, welcher der Fructosereihe angehért. Die Uberein- 
stimmung, welche der gleichartige Abbau des natiirlichen Intermediar- 
produktes und der kiinstlich phosphorylierten Starke in diesem Punkte 
zeigt, gab die Veranlassung, zu versuchen, aus kiinstlich phosphorylierter 
Starke durch partiellen fermentativen Abbau zu einem Ahnlichen 
Produkt zu gelangen, wie es die aus Keimlingen isolierte Oktamylose 
darstellt. Zu diesem Zwecke wurde nach Kerb phosphorylierte Starke 
in Form ihres Bariumsalzes durch 7 Tage im Brutschrank bei 37° 
mit Takadiastase unter Verwendung von Toluol als Antisepticum 
abgebaut. Die weitere Verarbeitung erfolgte in der gleichen Weise 
wie die der Keimlinge. Tatsiachlich gliickte es, bei zwei mit verschiedenem 
Ausgangsmaterial durchgefiihrten Ansaitzen zu einem Bariumsalz 
zu gelangen, das in seinen Eigenschaften mit der natiirlichen phos- 
phorylierten Oktamylose vollkommenes Ubereinstimmen zeigte und 
auch die gleichen analytischen Daten ergab: 

CygH7p0s3P0,Ba.2BaO. Ber.: Ba 22,67%, P 1,707 %. 

Gef. I: Ba 21,90%, P 1,53 %. 
21,97%, 1,584 %. 
II: 22,13 %, 1,51 %. 

Dieser an zwei getrennt durchgefiihrten Ansaitzen erhobene Befund 
spricht wohl in dem Sinne, daB die Konfiguration der Oktamylose 
im Starkemolekiil vorgebildet ist, und beweist so auch die Richtigkeit 
der Auffassung von der Bedeutung der Oktamylose als intermediares 
Stoffwechselprodukt. 


Experimentelle Belege. 
Isolierung der Hexosemonophosphorsdure aus assimilierender 
Elodea canadensis. 


Die zu den Versuchen verwendete Elodea stammte aus dem Lunzersee, 
fiir die Beschaffung des Materials sind wir Herrn Dr. Hans Miiller der 


1 Diese Zeitschr. 100, 3, 1919. 
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Biologischen Station zu Dank verpflichtet. Zur Bestrahlung wurden jeweils 
Portionen von etwa 300g Pflanzen in 12 Liter Wasser, dem 36g Glucose 
und 20 ccm einer m/3 Lésung von Na, HPO, zugesetzt waren, gleichmaBig 
verteilt. Wahrend der Versuchsdauer wurde im langsamen Tempo ein 
Strom von CO, durch die Fliissigkeit geleitet. Anordnung der Lichtquelle, 
Kithlung usw. waren analog wie in den Versuchen mit Albers. Nach vier- 
stiindiger Bestrahlung wurden die Pflanzen nach kurzem Abspiilen in 
Leitungswasser unter fliissiger Luft zu einem feinen Pulver verrieben und 
in eisgekithlte 6°%ige Trichloressigséure eingetragen, auf 300g Pflanzen 
750 ccm Séure. Die weitere Verarbeitung des Filtrats geschah nach der 
Methodik von Newberg-Leibowitz. Ausbeute von gereinigtem Bariumsalz 
aus 600g¢ Pflanzen 50 mg. 


Eigenschaften des Bariumsalzes: Molisch +-+-+ (reinviolett). 
Reduktion +. 
Anorganisches PQ,. 


Analyse des Bariumsalzes: Einwage 11,705 mg 
BaSO, 6,910 ,, 


Ammonphosphormolybdatniederschlag nach Pregl-Lieb 62,73 mg. 


C,H,,0;P0,Ba. Ber.: Ba 34,73%, P 7,848 %. 
Gef.: Ba 34,75%, P 7,78 %. 


Reduktionsbestimmungen. 


Einwage: 12,735 mg in 10 cem Wasser gelést. Nach Hagedorn-Jensen 
fiir 0,5 cem der Lésung verbraucht: 1,88 cem n/200 Na,S,O, (Mittelwerte), 
entsprechend 0,02 mg Glucose. Glucose in 10cem 0,4 mg = 6,9°, der 
berechneten Hexosemenge. 


Aldosebestimmung nach W illstdtter-Schudel. 


In je 3cem der obigen Lésung wurde nach der Mikromethodik von 
Macleod und Robison die Aldosebestimmung durchgeftthrt Blindwert 
11,77cem n/200 Na,S,O, (Mittelwerte). Fiir je 3ccm Lésung titriert 
11,47 cem n/200 Na,S,O, (Mittelwerte). Differenz 0,3 ccm, entsprechend 
0,133 mg Glucose. 

In der nach Wéillstdétter-Schudel titrierten Lésung wurde die Reduktion 
nach Michaelis bestimmt. Fiir die mit 1 cem n-Lauge alkalisierte Lésung 
verbraucht: 1,25cem n/100 KMnOQ, (Mittelwerte), entsprechend 0,635 mg 
Glucose fiir 3cem der urspriinglichen Lésung. 


4 


Reduktionsbestimmungen des Robisonschen Esters. 


Einwage: 12,285 mg, in 10cem Wasser gelést. Nach Hagedorn- 
Jensen fiir 0,5cem der Lésung verbraucht 0,835cem n/200 Thiosulfat 
(Mittelwerte), entsprechend 0,207 mg Glucose. Glucose in 10 cem 4,14 mg 
= 74°, der berechneten Hexosemenge. 














n 


w= 
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Aldosebestimmung nach Willstatter-Schudel. 


Fiir je 3cem der Lésung verbraucht 9,57 ccm n/200 Thiosulfat (Blind- 
wert 11,77 ecm n/200 Na,S8,O,). Differenz 2,20 ccm, entsprechend 0,977 mg 


Glucose, 
Reduktionsbestimmung des Neubergschen Esters. 


Einwage: 13,315 mg, in 10cem Wasser gelést. Nach Hagedorn- 
Jensen fiir 0,5ccem verbraucht 0,27 cem n/200 Na,S,O, (Mittelwert), ent- 
sprechend 0,316 mg Glucose. Glucose in 10cem 6,32 mg 104°, der 
berechneten Hexosemenge. 


Aldosebestimmung nach Willstdtter-Schudel. 


Fiir 3cem der Lésung verbraucht 11,45 ccm n/200 Na,5,O, (Blind- 
wert 11,77 cem n/200 Na,S8,O,). Differenz 0,32 cem, entsprechend 0,142 mg 


Glucose. 
Reduktionsbestimmung von Hexosediphosphat. 


Einwage: 13,110 mg hexosediphosphorsaures Magnesium, in 10 ccm 
Wasser gelést. Nach Hagedorn-Jensen fiir 0,5cem verbraucht 1,63 cem 
n/200 Na,8,0O;, entsprechend 0,065 mg Glucose. Glucose in 10 cem = 1,3 mg 
= 21,21 % der berechneten Hexosemenge. 


Aldosebestimmung nach W ilistdtier-Schudel. 


Fiir 3cem der Lésung verbraucht 11,51 ccm n/200 Na,S,O, (Blind- 
wert 11,77 cem n/200 Na,8,0O,). Differenz 0,26 ccm, entsprechend 0,115 mg 
Glucose. 


Quantitative Bestimmung der Hexosemonophosphorsdure. 


Fiir die quantitativen Versuche wurden jeweils 50 bis 100 g ausgesuchte 
Pflanzen nach oberflachlichem Trocknen zwischen Filtrierpapier abgewogen 
und in einer Glucosephosphatlésung unter Durchleitung von CO, bestrahlt. 
Die Kontrollen wurden unter den gleichen Bedingungen der Temperatur, 
der Nahrlésung und CO,-Durchleitung im Dunkeln gehalten. Bestrahlungs- 
dauer 4 bis 6 Stunden. Nach der Bestrahlung wurden beide .Proben gleich- 
zeitig unter eisgekiihlter 6°%iger Trichloressigséure mit Quarzsand ver- 
rieben, auf 50g Pflanzen 150 ccm Saéure. Nach Extraktion im Eisschrank 
wurde abgesaugt und kurz mit kalter 6°,iger Trichloressigséure nach- 
gewaschen. Filtrat und Waschfliissigkeit wurden in MeBbkolben auf 250 cem 
aufgefiillt. Die Fliissigkeit war stets durch einen porphyrinaéhnlichen Farb- 
stoff rot gefairbt. Zur Verarbeitung nach Embden und Jost wurden aliquote 
Teile des Filtrats mit reinstem Magnesiumoxyd bis zur schwach alkalischen 
Reaktion versetzt. Beim Umschlag trat gleichzeitig auch ein Umschlag 
des roten Farbstoffs in Blaugriin ein. Nach Zentrifugieren vom Magnesium- 
phosphat und _ iiberschiissizen Magnesiumoxyd wurde ein aliquoter Teil 
der Fliissigkeit mit der 24%fachen Menge absoluten Alkohols und der 
2 fachen Menge ammoniakalischen Alkohols (auf 1 Liter absoluten Alkohol 
20 cem 25 °%jiges NH, + 2¢ NH,Cl) gefallt. Der sofort entstehende flockige 
Niederschlag wurde nach zweistiindigem Absitzen im Eisschrank zentri- 
fugiert, in wenig Wasser gelést, vom Unléslichen neuerlich zentrifugiert 
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und die klare Lésung in der gleichen Weise mit Alkohol und ammoniakali- 
schem Alkohol gefallt. In der Regel wurde das Umfallen zweimal wiederholt, 
der Niederschlag wurde schlieBlich im Zentrifugenréhrchen iiber kon- 
zentrierter Schwefelséure und festem NaOH getrocknet. Da der Nieder- 
schlag immer einen Teil des Farbstoffs adsorbierte, wurde versucht, diesen 
durch Fullererde zu entfernen, was auch in saurer Lésung glatt gelingt. 
Nach dieser Behandlung erhélt man vollkommen farblose Niederschlage. 
Die Resultate werden durch die Behandlung mit Fullererde, wie nach- 
stehende Versuchsergebnisse zeigen, in keiner Weise beeinfluBit; héchstens 
la8t sich feststellen, da die mit Fullererde behandelten Filtrate etwas 
niedrigere Reduktionswerte liefern. Nach vollsténdigem Trocknen wurden 
die Niederschlage in 4ccm n/10 HCl gelést, mit 8cem 0,05n Na,CO, 
neutralisiert und in Me®kélbchen auf 20ccem aufgefiillt. Von dicser 
Lésung wurde in einem aliquoten Teile die Reduktion nach Hagedorn- 
Jensen bestimmt. 


Versuch 2. Verarbeitet je 100 g Elodea (frisches Material), Bestrahlungs- 
dauer 5 Stunden. Leitungswasser. Trichloressigséurefiltrat auf 300 ccm 
aufgefiillt, davon je 50 cem verarbeitet. Magnesiumniederschlag auf 20 ccm 
gelést, davon je 5cem zur Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen 
verwendet. 





Dunkel probe Bestrahlt 
mg mg 
Titriert com 0,005n Na,S,0, ...~ . 1,69, 1,70 | 1,83, 1,34 
Entsprechend mg Glucose in 5ccm . . 0,053 0,118 
oo cota 0,212 | 0,472 
Auf 100g Pflanzen berechnet Glucose . . || 1,272 2,832 
Zunahme als Glucose berechnet. . . . . 1,560 


Versuch 3. Verarbeitet je 50g 5 Tage altes Material, Bestrahlungs- 
dauer 6 Stunden. Glucosephosphatlésung. CO,-Durchleitung. Trichlor- 
essigséurefiltrat auf 300 ccm aufgefiillt, ein Teil mit Fullererde behandelt, 
je 70cem mit Alkohol gefallt. Magnesiumniederschlag auf 20 ccm gelést, 
davon je 5ccm zur Reduktionsbestimmung. 








“Mit Fullererde | Ohne Fullererde 
behandelt i behandelt 
Kontrolle _ bestrahlt | Kontrolle | bestrahlt 

mg ' me | me mg 
Titriert ccm 0,005 n N45, Ree 1,60 | 1,25 1,01 0,07 
Glucose in 5ceom .. css) Care| Cre 0,175 0,232 
4 20 BEE SS ge at 0,280 0,528 | 0,700 0,928 
Auf 100g Pflanzen berechnet ae 2,00 3,770 5,00 6,63 

Zunahme (als Glucose) ..... . 1,770 1,630 


Versuch 4. Verarbeitet je 50g 12 Tage altes Material. Bestrahlungs- 
dauer 6 Stunden. Glucosephosphatlésung. CO,-Durchleitung. Trichlor- 
essigséurefiltrat auf 150 ccm aufgefiillt, ein Teil mit Fullererde behandelt, 
je 70ccm mit Alkohol gefallt. Magnesiumniederschlag auf 10 ccm gelést, 
davon je 2cem zur Reduktionsbestimmung. 
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Mit Fullererde Ohne Fullererde 
behandelt behandelt 


Kontrolle bestrahlt Kontrolle bestrahlt 


mg mg mg mg 

Titriert cem 0,005 n NagSs0s tae 1,65 1,60 1,65 1,64 

Glucose in 2ccm ... oe ee 0,061 0,070 0,061 0,063 

YS “as 0,305 0.350 0,305 0,315 

Auf 100 g Pflanzen berechnet ee 1,304 1,500 1,304 1,348 
Zunahme (als Glucose) . ..... 0,196 0,044 


Versuch 6. Verarbeitet 50g frischer Pflanzen. Bestrahlungsdauer 
4Stunden. Leitungswasser. CO,-Durchleitung. Filtrat auf 250 ccm 
aufgefiillt. Von der mit Fullererde behandelten Lésung 80 ccm mit Alkohol 
gefallt, ohne Fullererde 90 ccm. Magnesiumniederschlag auf 20 ccm gelést, 
davon je 2ccm zur Reduktionsbestimmung. 





Mit Fullererde Ohne Fullererde 
behandelt behandelt 


Kontrolle bestrahlt Kontrolle bestrahlt 


mg mg mg mg 
Titriert com 0,005 n Witte . « » 11,81, 1,82 | 1,71, 1,70 || 1,70, 1,74 | 1,60, 1,61 
Glucose in 2cem .... ens 0,0815 , 0,051 0,051 0,069 
. RL Oe acs oe 0,315 0,510 0,510 0,690 
Auf 100g Pflanzen berechnet .. . 1,972 3,186 2,830 3,832 
Zunahme (als Glucose) ...... 1,214 1,002 


Darstellung und Abbau 
der phosphorylierten Oktamylose aus Weizenkeimlingen. 


Zur Keimung wurden jeweils 300g gut keimender Weizen in der in 
der Arbeit mit Albers beschriebenen Weise angesetzt und nach 5 bis 7 Tagen 
verarbeitet. Die Hauptschwierigkeit, welche seinerzeit der Erzielung 
gréBerer Ausbeuten entgegenstand, war die Tatsache, dali zahlreiche 
Ansitze verworfen werden mubten, weil es nicht gelang, das kolloidal in 
Lésung gehaltene Bleisulfid zu entfernen. Nach einer Reihe von Vor- 
versuchen hat sich uns folgende Methodik bewahrt. Die nach Fallung 
des anorganischen Phosphats mit Bariumacetat erhaltenen Bleisalze wurden 
zu einem nicht zu dicken Breiangeriihrt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Nach Zentrifugieren vom Bleisulfid wurde der Schwefelwasserstoff durch 
einen Luftstrom vertrieben und nun die Lésung mit gesaéttigter Barytlésung 
genau neutralisiert. Der hier ausfallende Bariumniederschlag, offenbar 
noch anorganisches Phosphat, adsorbiert restlos das kolloide Bleisulfid, 
und man erhalt nach Zentrifugieren eine vollkommen klare und farblose 
Lésung, aus der durch Fallen mit dem gleichen Volumen Alkohol das 
Bariumsalz der Oktamylose erhalten werden kann. Ein Verlust tritt durch 
derartige Behandlung nicht eit, wahrend Tierkohle wohl auch zur Ent- 
farbung fiihrt, jedoch die Ausbeute wesentlich herabsetzt. 


Im ganzen wurden so 4500g Weizen in Portionen von rund 300g 
einzeln verarbeitet; die jeweils analysierten Bariumsalze ergaben durch- 
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weg tibereinstimmende Analysenresultate. Die vereinigten Bariumsalze 
wogen 1,022 g; sie wurden nach mehrfachem Umfallen im Vakuumexsikkator 
iiber konzentrierter Schwefelséure getrocknet. Das derart gereinigte Barium- 
salz war in kaltem Wasser spielend léslich und zeigte folgende qualitative 
Reaktionen: 


Reaktion nach Molisch. . .. . +++ (braunviolett) 
Reduktion Fehlingscher Lésung . 0 
Anorganisches Phosphat .... 0 
Nach Hydrolyse: Felling... . + 
Phosphat 
Lassaignesche Probe ...... 0 
ee er ee eer ae 


Analysen des Bariumsalzes. 


Erste Einwage: 4,220 mg. BaSO, 1,610 mg, Ammonphosphor- 
molybdatniederschlag (Pregl-Lieb) 4,54 mg. 
Zweite Einwage: 5,325mg. BaSO, 2,046mg, Ammonphosphor- 
molybdatniederschlag 6,17 mg. 
('4sH903,P0,Ba.2 BaO. Ber.: Ba 22,67%, P 1,707 %. 


ref. I: Ba 22,61%, P 1,683 %, 
II: Ba 22,45%, P 1,563 %. 


Zum Abbau der Oktamylose wurde das Bariumsalz mit der berechneten 
Menge Magnesiumsulfat umgesetzt und nach Abtrennung vom Barium- 
sulfat die Lésung mit 1g Takadiastase (Parke-Davis) versetzt und unter 
Toluol in den Brutschrank eingestellt. Das Fortschreiten des Abbaues 
wurde durch Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen kontrolliert. 
Nach 72 Stunden wurde vom Toluol filtriert, der weitere Abbau durch 
Einstellen des Kolbens durch 15 Minuten in ein kochendes Wasserbad 
unterbrochen und zur Entfernung des Fermentpréiparats mit 5 °jiger 
Trichloressigséure enteiweiBt. Nach Filtration vom Koagulum wurde mit 
geséttigter Barytlésung genau neutralisiert, von dem ausfallenden Nieder- 
schlag filtriert und das Filtrat mit 96°,igem Alkohol im Verhaltnis 1: 1 
versetzt. Das in amorphen, farblosen Flocken ausfallende Bariumsalz 
wurde durch wiederholtes Umfallen gereinigt und im Vakuum iiber kon- 
zentrierter Schwefelséure getrocknet. Ausbeute rund 130 mg eines leicht 
gelblichen, im kalten Wasser spielend léslichen Pulvers. Reaktionen: 
Molisch +++ (reinviolett), Reduktion Fehlingscher Lésung ++, an- 
organisches Phosphat 0. 


Analyse. 


Erste Einwage: 9,460mg. BaSQ,: 5,480 mg, Ammonphosphor- 
molybdatniederschlag: 49,20 mg. 


Zweite Einwage: 3,725mg, BaSQO,: 2,190 mg, Ammonphosphor- 
molybdatniederschlag: 20,05 mg. 
C,H,,0,;P0,Ba. Ber.: Ba 34,73%, P 
Gef. I: Ba 34,60%, P 7,817 %, 
II: Ba 34,09%, P 7 
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Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


Einwage: 4,452 mg, in 10 cem Wasser gelést, zur Reduktionsbestimmung 
je leem verwendet. 


Titriert 1,40, 1,39, 1,40, 1,41 cem 0,005 n Na, 8,0, (Blindwert 1,97 cem), 
entsprechend 0,101 mg Glucose in leem, Glucose in 10ccem_ 1,01 mg, 
entsprechend 49,78 °, der berechneten Hexose. 


Zur Bestimmung der optischen Drehung des Bariumsalzes wurden 
113,83 mg in 5cem Wasser gelést und im Kapillarrohr die Drehung bei 
Natriumlicht bestimmt. 


a2)” = — 0,049, ¢ (113,3 mg in 5cem) 2,266 9 


/Qe 
l= 0,5, [a] = — 4,325°. 


Uberfiihrung des Bariumsalzes in das Bruecinsalz. 


Die Lésung des Bariumsalzes wurde mit der berechneten Menge 
Schwefelséure versetzt, vom Bariumsulfat zentrifugiert und die klare 
kongonegative, schwach lackmussaure Lésung im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur auf 2ccm eingeengt. Die eingeengte Lésung wurde mit einer 
heiBen gesaéttigten Brucinlésung tropfenweise bis zur eben lackmusneutralen 
Reaktion versetzt. Das ausfallende Brucinsalz wurde abgesaugt, mit 
eiskaltem Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Filtrat 
von der ersten Kristallisation, welche an Menge die weiteren Fraktionen 
iibertraf, wurde bis zur eben beginnenden Triibung mit eisgekiihltem 
Aceton versetzt und im Eisschrank fiir 24 Stunden aufbewahrt. Nach 
Abtrennen dieser zweiten mit der ersten mikroskopisch identischen Kristall- 
fraktion wurde neuerlich bis zu einer Konzentration von 60°, Aceton 
zugesetzt und nach neuerlichem Aufbewahren im Eisschrank eine dritte 
Fraktion erhalten. Die getrennt analysierten Fraktionen erwiesen sich 
als identisch. 

Analysen. 
Fraktion I: N-Bestimmung. Einwage: 3,865 mg, 0,217cem N,, 24°, 
753 mm Hg, 
P-Bestimmung. Einwage: 5,432 mg, Gewicht des Nieder- 
schlags 11,10 mg, ; 


OCH,-Bestimmung. Einwage: 7,205 mg, AgJ 6,45 mg. 
a It: OCH,- oat i 5,623 ,, Ag J 5,01 ,, 
” Ill: OCH,- ” 2 3,450 ,, AgJ = 3,125 ,, 


Cy H,,0;P O,H,(CosHogNoO,4)o. Bers: N 5,34%, P 2.96%, OCH, 11,84 %. 
Gef. Fraktion I: N 5,61%, P 2,97%, OCH, 11,83 %, 

~ II: 11,76 %, 

ne [il: 11,96 % 


Optische Drehung des Bruvinsaizes. 


85 mg Brucinsalz in 5cem Wasser gelést. a? = — 0,348° (Mittel aus 


dD 


zehn Ablesungen). c (85 mg in 5cem) = 1,70°%, 1 = 1; [a]? = — 20,47°. 
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Abbau des regenerierten Bariumsalzes mit Knochenphosphatase. 


Zur Rickiiberfiihrung in das Bariumsalz wurde die Lésung des Brucin- 
salzes mit geséttigter Barytlésung bis zur eben phenolphthaleinalkalischen 
Reaktion versetzt, das Brucin durch wiederholtes Ausschiitteln mit Ather 
entfernt und das Bariumsalz mit Alkohol gefallt. Ausbeute rund 25 mg. 
Die Lésung des Bariumsalzes wurde mit 0,1 g nach Martland und Robison 
dargestellter Knochenphosphatase versetzt und unter Toluol fiir 4 Tage 
im Brutschrank bei 37° gehalten. Nach Entfernung des Fermentpréparats 
wurde in der neutralen Lésung eine minimale Linksdrehung festgestellt. 
Nach Einengen im Vakuum auf etwa 2ccm wurde aus ihr entsprechend 
den Vorschriften Neubergs das Fructosemethylphenylosazon dargestellt. 
Die Lésung wurde in einem Uhrschilchen mit 0,1 cem frisch destilliertem 
Methylphenylhydrazin versetzt, absoluter Alkohol bis zur klaren Lésung 
zugegeben und mit 2ccem 50% iger Essigséiure angesiuert. Nach kurzem 
Erwérmen am Wasserbad farbte sich die Lésung intensiv dunkelrot und 
schied beim Erkalten kleine Trépfchen eines dunklen, schwarzroten Oles 
ab, das nach Abzentrifugieren in 10 %igem Alkohol aufgenommen wurde, 
aus dem sich das Methylphenylosazon in schénen sternférmigen Drusen 
absetzte. Die Menge reichte eben fiir einen Mikroschmelzpunkt aus, der 
im Kleinschen Apparat bei einem Erhitzungstempo von 1° in 6 Sekunden 
147 bis 148° ergab. Reines, aus kristallisierter Fructose dargestelltes Methyl- 
phenylosazon zeigte unter den gleichen Bedingungen einen Schmelzpunkt 
von 147 bis 150°. 


Darstellung und partieller Abbau kiinstlich phosphorylierter Starke. 


Die Darstellung erfolgte nach den Angaben von Kerb! mit dem einzigen 
Unterschied, da8 zur Neutralisation der bei der Umsetzung des Phosphor- 
oxychlorids frei werdenden Salzséure Bariumcarbonat an Stelle von Calcium- 
carbonat verwendet wurde. Es wurden jeweils Ansitze von 20 bis 30g 
léslicher Starke verarbeitet. Die Ausbeuten betrugen etwa 50 bis 60° 
der Ausgangsmenge. Die rein weife, nach dem Trocknen glasige Masse 
war in Wasser leicht léslich. Aus einer Reihe von Versuchen wurden zwei 
Bariumsalze analysiert. 

Phosphorylierte Starke I. Bariumsalz (Ausbeute 11,26g aus 25g 
Starke). Qualitative Reaktionen: Jodreaktion braunviolett. Reduktion 
Fehlingscher Lésung: 0. Anorganischer Phosphor: 0. 

Ba- und P-Bestimmung: Erste Einwage: 12,35mg, BaSQ,: 6,65 mg, 
Ammonphosphormolybdatniederschlag: 6,13 mg. 
Zweite Einwage: 15,725 mg, BaSO,: 0,855 mg, 
Ammonphosphormolybdatniederschlag: 7,62 mg. 
Gef. I: Ba 3,181%, P 0,724%, 
II: Ba 3,210%, P 0,704 %. 

Phosphorylierte Starke IIT. Bariumsalz (Ausbeute 14 g aus 30 g Starke). 

Qualitative Reaktionen identisch mit denen bei I. 


Ba- und P-Bestimmung: Einwage 17,22mg, BaSO,: 1,29mg, Ammon- 
phosphormolybdatniederschlag: 11,86 mg. 


Gef.: Ba 4,41%, P 1,00%. 


! Diese Zeitschr. 100, 3, 1919. 
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Trotz der erheblich verschiedenen Werte ist fiir beide Bariumsalze 
das Verhiltnis Ba: P annéhernd aquimolekular. 


, Vergleichsweise wurden 20g Starke auch unter Verwendung von 

; CaCO, zur Neutralisation phosphoryliert. Das erhaltene Calciumsalz 
stimmte in seinen Eigenschaften und Analysen mit dem von Kerb be- 
schriebenen vollkommen iiberein. 


Einwage: 19,320mg, CaSO,: 1,68 mg, Ammonphosphormolybdat- 
niederschlag: 24,72 mg. 
OM cts se ws tw ee « Oe FP ie 
Werte von Kerb... . . Ca 2,40%, P 1,74%. 


Zwecks partiellen Abbaues wurden 9,5 g¢ des Bariumsalzes I bzw. 6g 
des Bariumsalzes II in jeweils 200 ccm heibem Wasser gelést, auf 900 ccm 
verdiinnt, mit einer Lésung von 3g Takadiastase versetzt und im Brut- 
schrank unter Toluol bei 37° gehalten. Nach 24 Stunden wurde neuerlich 
lg Takadiastase zugesetzt. Das Fortschreiten des Abbaues wurde laufend 
durch Reduktionsbestimmungen nach Bertrand verfolgt. Nach 7 Tagen 
betrug die Reduktion rund ein Drittel des bei vollkommenem Abbau zu 
erwartenden Wertes. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Abbau nach Zusatz 
von 5g Bariumcarbonat durch Erhitzen am Wasserbad wahrend einer 
Stunde unterbrochen, nach Filtration die Lésung im Vakuum bei 40° 
eingeengt und mit Alkohol im Verhaltnis 1: 1 gefallt. Der flockige, gelblich- 
weiBe Niederschlag wurde durch Umfallen gereinigt, im Vakuum iiber 
Schwefelséure getrocknet. Ausbeuten 150 bzw. 100 mg. Das leicht gelbliche 
amorphe Bariumsalz war leicht wasserléslich und zeigte folgende Reaktionen : 





ee ee a a 
CS ON ee eee ee oe er 
Reduktion Fehlingscher Lésung . .. . 0 
Anorganisches Phosphat ....... 0 


Analysen. 
Ba-Salz aus Stérke I. Erste Einwage: 6,245 mg, BaSO,: 2,315 mg, 
Ammonphosphormolybdatniederschlag: 6,55 mg. 
Zweite Einwage: 8,350mg, BaSO,: 3,140 mg, Ammonphosphor- 
molybdatniederschlag: 8,71 mg. 
Ba-Salz aus Starke Il. Einwage: 13,420 mg, BaSQ,: 5,010 mg, 
Ammonphosphormolybdatniederschlag: 14,64 mg. 
CysH2,0,,P0,Ba .2BaO. Ber.: Ba 22,67%, P 1,707 %. 
Ba-Salz aus Starke I. Gef.: Ba 21,90%, P 1,53 %, 
22,13 %, 1,51 %. 


Ba-Salz aus Starke IT. Gef.: Ba 21,97%, P 1,584 %. 


{ 


Zusammenfassung. 


1. Aus assimilierender Elodea canadensis konnte eine reduzterende 
Hexosemonophosphorsdure isoliert werden, welche der Fructosereihe 
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angehért und nach ihrem Reduktionsvermégen von dem Neubergschen 
Ester verschieden ist. 

2. Bei der Assimilation von Elodea nimmt die  reduzierende 
Hexosemonophosphorsiure, nach der Methodik von Hmbden und 
Jost bestimmt, regelmaBig zu. 


3. Die seinerzeit aus Keimlingen isolierte phosphorylierte Okt- 
amylose konnte als regelmdfiges Intermedidrprodukt bei Weizen- 
keimlingen sichergestellt werden. Beim Abbau dieser Oktamylose 
mit Takadiastase konnte eine reduzierende Hexosemonophosphorsdure 
isoliert werden, welche gleichfalls der Fructoserethe angehort. 


4. Durch partiellen Abbau kiinstlich nach Kerb phosphorylierter 
Starke mit Takadiastase konnte eine phosphorylierte Oktamylose 
erhalten werden, die mit der aus Keimlingen isolierten in ihren Eigen- 
schaften iibereinstimmt. 
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Uber, die Zustandsformen der Acetessigsiure im diabetischen 


Organismus. 


Von 
Julius Kleeberg. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1930.) 


Bei der Entdeckung der Eisenchloridreaktion im Jahre 1865 
glaubte Gerhardt, Acetessigester vor sich zu haben; v. Jacksch und 
Tollens haben dann gezeigt, dal} es sich um Acetessigsiure handelt. 
Heute wissen wir, daB neben der freien Saure zum grébten Teil ibr 
Ammoniumsalz vorhanden ist, wie denn auch die Ammoniak- 
bestimmung bei der diabetischen Acidose ein direktes MaB fiir die 
vom Organismus ausgeschiedene Saure ist. Diese Eisenchloridreaktion 
fallt um so starker aus, je mehr Acetessigsiure vorhanden ist, und in 
gewissem Sinne beurteilt der Arzt den Grad der Acidose rein schitzungs- 
miBig nach dem Ausfall dieser Probe. Bei einem Teil der Arzte und 
auch in manchen Lehrbiichern ist die Ansicht vertreten, da die Nitro- 
prussidreaktion das weniger besorgniserregende Aceton anzeige, die 
Gerhardt-Probe aber die gefahrliche Acetessigsiure. Das stimmt aber 
nur in einem sehr beschrankten Umfang. 

Die Arbeiten K.H. Meyers haben bewiesen, dali der Acetessigester 
in zwei Modifikationen vorkommt. Er besteht aus der tautomeren Enol- 
und Ketoform, die beide in ihrem physikalischen und chemischen Ver- 
halten verschieden sind. 

Die Eisenchloridprobe kommt allein der Enolform zu und ist fii 
viele ,,Enole“* positiv, also keineswegs charakteristisch fiir die diabetische 
Acetessigsiure. Umgekehrt geben zahlreiche ,,Keto‘“formen, soweit sie 
die zwischen 2 C-Atomen befindliche C--O-Gruppe besitzen, die Nitro- 
prussidprobe. Diese Farbreaktion ist also nicht etwa fiir Aceton typisch, 
sondern genau so fiir die Ketoforrna der Acetessizgséure. Ejn Harn kann also 
trotz negativer Eisenchloridprobe eine groBe Menge Acetessigsiure ent- 
halten, naémlich in der durch die Gerhardt-Probe nicht nachweisbaren 
Ketoform. Sehr selten, aber theoretisch méglich und auch bekannt — unter 
Bedingungen, die wir gleich beschreiben werden — ist eine ,,Enolurie* 
= Enol-Acetessigséure bei negativer Nitroprussidreaktion. Lichtwitz hat 
diese Verhaltnisse neuerdings beschrieben. 
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Was die Einzeltatsachen anlangt, so wollen wir von einigen wichtigen 
chemischen Arbeiten ausgehen, in denen diese Verhéltnisse an reinen 
Substanzen klargelegt sind. Wir wissen heute, dal} bereits die reine, frisch 
aus dem Acetessigester dargestellte Saure (Gattermann, Henle, K. H. Meyer) 
92,6°%, ,,Keto“ und 7,4% ,,Enol enthélt. In wasseriger Lésung ist dieser 
Quotient zuungunsten der Enolform noch verschoben: 99,6% ,,Keto*“‘, 
0,4°% ,,Enol. Nach Gattermann verhalten sich die Enolanteile bei den 
verschiedenen Lésungsmitteln folgendermafen : 


OS See ee ee ee 
ae EE n3i.49. 6 5 ana 8 ce ee 
PE a= 62080 Se Ges @ so. Ge ee 
ae SS oe a eee ae | ol. 
Se ee | i. 


Selbstverstaéndlich sind diese Gleichgewichte abhaéngig von der Tem- 
peratur, berechenbar nach der Formel von Dimroth-van ’t Hoff, 
Cc L 
—_— a H, 
C, In 
wo C die Konzentrationen, L die Léslichkeitszahlen der beiden Isomeren 
a und b sind. G ist eine vom Lésungsmittel unabhangige Konstante. 


Nun bleibt in einem Sinne die Tatsache, daB positive Eisenchlorid- 
reaktion ernstere Bedeutung hat, bestehen; da sie schon den geringen 


Anteil 0,4°,, deutlich anzeigt, so miissen um so mehr Saéuremengen 
iiberhaupt vorhanden sein, je starker ihre Probe ausfallt. 


Aber zwei Fragen sind doch zu erértern: 
1. Kann man die Probe deutlicher und empfindlicher machen ? 


2. Kann man nicht doch iiber die in der Ketoform vorhandene 
Saure genaueren AufschluB bekommen, als es durch die Nitroprussid- 
reaktion méglich ist ? 

Jeder wei, daB es bei schwachem Ausfall der Probe, besonders 
abends bei kiinstlichem Licht, manchmal schwer ist, ,,positiv’‘ oder 
, negativ’’ zu sagen. Die Verdiinnungsmethode nach Kraft laBt da 
auch im Stich. Es wurde daher der Weg gesucht, Farbumschlige 
zu erhalten, die kontrastreicher als von Braun in Rétlich sind. Der 
Gedanke war, aus der gleichen senkrechten Reihe des periodischen 
Systems der Elemente die Homologen des Eisens zu versuchen. Be- 
kanntlich bilden die Verwandten des achtwertigen Eisens, Nickel und 
Kobalt, sehr farbprachtige Salze. Freilich standen dieser Idee zwei 
andere Tatsachen der anorganischen Chemie gegeniiber, daB niamlich 
nur das dreiwertige Eisenion die ,,Eno]‘‘reaktion gibt, daB aber gerade 
die dreiwertigen Nickel- und Kobaltsalze unbestandig sind. In der Tat 
schlugen alle Versuche fehl, mit zweiwertigen Nickel- oder Kobaltsalzen 
eine Enolreaktion zu erhalten. Versucht wurden: Chlorid, Sulfat, 
Nitrat; alles in wisseriger, alkoholischer und Atherischer Lésung. 
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Ein anderer Versuch, das dem Eisen in manchen Eigenschaften 
verwandte Chrom zu benutzen, gelang nur mit dem wasserliéslichen 
blauvioletten Chromichlorid, dem 

Hexaquochromichlorid, [Cr (O Hy), ]Cls, 
das drei Chloratome ionisieren kann. Es entsteht beim Zusammenbringen 
mit Acetessigséure ein brauner Ring an der Oberfliche der Fliissigkeit. 
Aber diese Probe ist erst positiv, wenn die Eisenchloridreaktion starkste 
Grade zeigt. Die Chromprobe ist demnach als zu unempfindlich nicht 
benutzbar. 

Irgendeine empfindliche, mehr oder weniger spezifische Probe 
zu erfinden, die umstandlich ist, kam nicht in Frage. In den Hand- 
biichern von Huppert, Neuberg, Spaeth sind eine Menge Reaktionen dieser 
Art aufgefiihrt. Es kam nur darauf an, mit der iiberaus einfachen 
Eisenchloridreaktion optimale und eindeutige Befunde zu erhalten. 

So war ein zweiter Weg, die Eigenschaften der Acetessigsiure zu 
benutzen, in den verschiedenen Lésungsmitteln ein verschieden 
giinstiges Verhaltnis der Enol-Keto-Anteile zu zeigen. Schiittelt man 
den Harn mit Alkohol-Ather aus, so erhalt man zumeist schmierige 
und undurchsichtige Emulsionen, in denen eine Eisenchloridreaktion 
durchaus nicht deutlicher wird. Auch wenn man festes Eisenchlorid 
in Ather lést, was spielend gelingt, dann ist die Reaktion nicht ein- 
deutiger anzustellen. 

So blieb ein letzter Weg, der zugleich auch Riickschliisse iiber die 
in Ketoform vorhandene Acetessigsaure gestattet : die Riickverwandlung 
eines Teiles von ,.CO- in C(OH)*-Form. Einfaches Erhitzen mit ver- 
diinnter Schwefelsiure oder verdiinntem Alkali ergibt Ketonspaltung 
in Aceton und Kohlensaure 

CH,.CO.CH,.COOH— CH,.CO.CH, + CO,. 

Erhitzen mit konzentrierten Alkalien ergibt Saurespaltung: 

CH,.CO.CH,.COOH+ H,O = 2CH,.COOH. 
Versetzt man dagegen den zu untersuchenden Harn mit starker Lauge, 
kihlt mit ein paar Eisstiickchen und wartet einige Minuten, dann 
ist ein Teil in Enol zuriickverwandelt. Zur Anstellung der Eisenchlorid- 
probe muB mit verdiinnter Saure bis zur leicht sauren Reaktion an 
gesiuert werden, um ein Ausfal'en von Eisenhydroxyd zu verhindern. 

Im einzelnen verfahrt man’ so: 

Etwa 50ccem Urin werden mit 5 bis 7cem 20°%iger Natronlauge 
(oder Kalilauge) versetzt, einige Eisstiickchen hinzugegeben und 10 bis 
15 Minuten stehengelassen. Dann bringt man tropfenweise verdiinnte 
Séure hinzu (3 bis 5°,ig), Salz- oder Schwefelséure, bis Lackmuspapier 
eben noch schwach blau ist. Gibt man nun einige Tropfen der offizinellen 


Eisenchloridlésung hinzu, so fallt zwar flockiges Eisenhydroxyd aus, das 
sich aber bei weiterem vorsichtigen Zusetzen von verdiinnter Séure wieder 
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auflést. Im durchscheinenden Licht sieht man bei Anwesenheit von Acet- 
essigséure einen deutlichen roten Farbton. Man kann diese Probe im 
Reagenzglas mit kleineren Mengen vornehmen. 

Kann man die Umwandlung auf die beschriebene Art nicht er- 
reichen, dann geht man folgendermafen vor: 

Man versetzt wieder wie oben Urin mit Eis und starker Lauge, bringt 
dann aber zuerst 2 bis 3 Tropfen Eisenchloridlésung dazu. Es fallt Eisen- 
hydroxyd aus. Nun setzt man vorsichtig verdiinnte Saéure tropfenweise 
hinzu, bis die stark flockige Fliissigkeit anfaingt, sich etwas aufzuhellen. 
Nicht mehr! Zuviel Séure zerstért die Enolisierung. 

Wartet man, waihrend man schiittelt, einige Minuten, so kommt 
bald der Zeitpunkt, wo die Fliissigkeit schon durchsichtig wird, trotzdem 
noch einige Flocken vorhanden sind, und auch schon den rétlichen 
Farbton zeigt. ZweckmaBig halt man zum Vergleich ein Réhrchen 
mit dem Originalurin, dem man einige Tropfen Eisenchloridlésung 
zusetzte, daneben. 

Die so umgewandelte Menge der Ketoform in die Enolform ist 
nicht groB, aber sie geniigt meistens, um die rote Farbe der Enolreaktion 
neben der braunen Farbe des einfach Eisenchlorid enthaltenden Harns 
zu unterscheiden. Bedingung ist nur, daB die Nitroprussidreaktion 
stark positiv ausfallt. Auf die angegebene Weise wird man in vielen 
Fallen von dem Aweifel befreit, ob die Gerhardtsche Probe als negativ. 
als zweifelhaft oder als schwach positiv zu bezeichnen ist. 

Wir wollen zum Schlu8 noch einen einfachen Kunstgriff mitteilen, 
um bei einem sehr stark positiven Ausfall der Eisenchloridprobe zu 
entscheiden, ob es eine Reaktion mit Acetessigsiure oder mit Medika- 
menten, wie Salicyl, ist. Man hat nichts zu tun, als gew6hnliches Brunnen- 
wasser in das Reagenzrohr, in dem die Reaktion schon sichtbar ist, 
in reichlicher Menge zulaufen zu lassen. Je gréBer namlich die Farb- 
verdiinnung wird, um so deutlicher wird der Kontrast zwischen Rot 
(Acetessigsiure) und Violett (Salicylderivate). 
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Uber die Einwirkung yon Eiweibstoffen auf Eisenhydroxydsol. 


Von 
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(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische ‘Chemie und 
Elektrochemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. 

In einer friiheren Arbeit (1) hat sich der Verfasser gemeinsam mit 
H. Freundlich eingehend mit der Frage nach dem Wesen der sensibili- 
sierenden Wirkung von Eiweibstoffen auf Grahamsches Eisenoxydsol 
befaBt. Das wesentliche Resu'tat der damaligen Untersuchungen be- 
stand in der Vorstellung, daB das bei den Sensibilisierungen mit ver- 
schiedenen EiweiBstoffen auftretende Minimum der Stabilitait der 
Gemische zuzuschreiben sei einer Komplexbildung zw schen den EiweiB- 
stoffen und den Teilchen des Eisenoxydsols, so daf einem so!chen 
Komplex fiir jeden Eiwei®stoff ein bestimmter charakterist scher 
Koagulationswert zugehGért. Es stiitzte sich unsere Auffassung wesentlich 
auf zwei experimentelle Tatsachen. Einmal zeigten zwei Sole gleicher 
Konzentration, aber von verschiedenem Koagulationswert bei steigendem 
Zusatz von EiweiB Koagulationskurven, die von einer bestimmten 
EiweiBkonzentration an angenaihert zusammenfielen. Zum anderen 
zeigten die Mischungen dér betreffenden Eiweifstoffe mit FeCi,- 
Lésungen ebenfalls charakteristische Koagulationswerte, so da auch 
hierdurch ein ahnliches Verhalten bei Solen wahrscheinlich gemacht 
werden konnte. Es blieb nun die Frage nach der Natur dieser Sol- 
EiweiBkomplexe offen, und es war ferner noch notwendig, diese Auf- 
fassung mit den Vorstellungen iiber die schiitzende Wirkung der EiweiB- 
stoffe in Einklang zu bringen. Denn nach allen bisherigen Erfahrungen 
scheint auch die Schutzw rkung auf eine Bndung von Eiweif an den 
Micellen zuriickzufiihren zu sein, und es miiBte versucht werden, die 
Verschiedenheit der Wirkung —- Schutzwirkung einerseits und Sensibili- 
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sierung andererseits als Folge eines prinzipiell gleichen Prozesses zu 
deuten. Eine Reihe von Versuchen, auf die wir im Verlauf der vor- 
liegenden Arbeit naher einzugehen haben werden, nétigte uns dazu, 
die ganze Frage nach dem Wesen der Sensibilisierung noch einmal 
aufzurollen, und wenn wir auch zu Resultaten kamen, die von den 
in unserer ersten Untersuchung gewonnenen prinzipiell nicht allzu 
stark abwichen, so brachte diese zweite Untersuchung doch einen nicht 
unwesentlichen Fortschritt, und wir méchten annehmen, daB die nun- 
mehr gewonnene Vorstellung recht weitgehend den bei der Sensibili- 
sierung wie der Schutzwirkung im System Eiweif—Eisenoxydsol be- 
obachteten Erscheinungen gerecht zu werden vermag. Wir méchten, 
bevor wir auf das spezielle System EiweiB}—Eisenoxydsol naher ein- 
gehen, zundchst das Sol selbst hinsichtlich der fiir seine Bestandigkeit 
maBgebenden Faktoren einer eingehenderen Betrachtung unterziehen. 


Il. 

1. Es seien im wesentlichen die Stabilitatsbedingungen eines 
Grahamschen Eisenoxydsols besprochen. Ein nicht allzu frisches Sol 
dieser Art stellt ein System dar, das sich in einem gewissen Gleich- 
gewichtszustand befindet (die Bezeichnung Gleichgewichtszustand 
ist hier zweifellos nicht ganz zutreffend. Es handelt sich vielmehr 
nach dem folgenden um eine stetige, wenn auch auBerordentlich lang- 
same Anderung des Systems, so daB die Bezeichnung quasistationarer 
Zustand vielleicht zutreffender wire). Die Micellen diirften iiber- 
wiegend basische Eisensalze (2) enthalten, sowie einen gewissen Anteil 
Goethit, FeO(OH), der sich im Verlauf eines langeren Zeitraumes 
erhéht (3), wie zahlreiche Untersuchungen ergeben haben. Dieser 
ProzeB der Goethitbildung verlauft auBerordentlich langsam und kann 
fiir die weitere Betrachtung auBer acht gelassen werden, da er gegeniiber 
den hier in Frage kommenden Veranderungen unwesentlich ist. 

Die Micelle trigt in ihrer Oberfliche positive Ionen, denen 
entsprechende negative nach der wasserigen Phase zu gegeniiberstehen. 
Die positiven Ionen, die fiir das £-Potential, somit auch fiir die Be- 
standigkeit ,des Sols maBgebend sind, sind Fe , (FeO) und H,, als 
negatives Ion diirfte fiir tin Grahamsol lediglich Cl’, vielleicht auch 
in geringer Menge CO; in Frage kommen. Alle Ionen in dieser Doppel- 
schicht stehen in einem Verteilungsgleichgewicht mit den entsprechenden 
Tonen in der wasserigen Phase. Jede Anderung dieses Gleichgewichts 
zwischen den Ionen in der Micellenoberflache und denen in der Lésung 
wird innerhalb gewisser Grenzen ausgeglichen werden, indem entweder 
neue Ionen in die Doppelschicht treten oder Ionen aus der Doppelschicht 
in die Lésung. Ein solcher Vorgang wiirde mit der Geschwindigkeit 
einer Adsorption verlaufen, d.h. ein neuer Gleichgewichtszustand 
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wurde sich in wenigen Minuten — fiir die hier vorliegende Betrachtung 
praktisch momentan — einstellen. Anders ist es mit dem Gleichgewichts- 
zustand, der zwischen Micelloberfliche und Micellinnerem herrscht. 
Jede Anderung in der Zusammensetzung der Micelloberflache wird 
vom Innern der Micelle aus in einem gewissen Grade ,,kompensiert“ 
werden — es ware hier zu denken an eine weitergehende Hydrolyse 
oder an Bildung neuer Fe oder FeO-Ionen unter dem Einflu8 der 
Salzsiure, je nachdem aufladende Ionen in die Micelloberflache treten 
oder aus ihr verschwinden. Die Einstellung dieses Gleichgewichts 
erfordert hingegen im Gegensatz zu dem zwischen Micelloberflaiche 
und Dispersionsmittel eine gewisse Zeit, die Prozesse scheinen hier 
mit der Geschwindigkeit von chemischen Reaktionen zu _ verlaufen, 
sind also durchaus meBbar. Man wird bei allen Uberlegungen diese 
beiden Arten von Gleichgewichten beriicksichtigen miissen. 

AnlaB zu einer solchen langsamen Gleichgewichtseinstellung 
zwischen Micellinnerem und -oberflache kann durch zweierlei Stérungen 
gegeben werden. Es kénnen einmal im Dispersionsmittel Ionen, die 
mit entsprechenden in der Micelloberflache im Gleichgewicht stehen, 
durch irgendeinen Zusatz zum Verschwinden gebracht werden oder 
hinzukommen. Der erstere Fall ist der einfachere. Nahme z. B. die 
Konzentration an Fe oder H im Dispersionsmittel aus irgendeinem 
Grunde ab, so werden aus den Micelloberflachen nach MaBgabe des 
Gleichgewichts neue Ionen in die Lésung treten, d.h. die Micellober- 
flaiche verarmt an aufladenden Ionen, das £-Potential wird erniedrigt, 
und damit erniedrigt sich auch die Stabilitét —- das Sol ist ,,sensi- 
bilisiert*‘. Es ist nun unmittelbar einleuchtend, daB aus dem Micell- 
innern heraus jetzt neue Ionen geliefert werden, ein ProzeB, der nach 
dem oben Gesagten in einer langeren Zeitspanne sich abspielt. Diese 
Nachlieferung von Ionen hat eine nachtragliche Erhéhung des £-Poten- 
tials zur Folge, das nach einiger Zeit, gew6hnlich Tagen, einen praktisch 
konstanten Endwert erreicht. Es tritt also eine allmahliche Stabili- 
sierung ein. Das einfachste Beispiel dieser Art ist die ,,Sensibilisierung*‘ 
durch einfache Verdiinnung des Sols. Man beobachtet dabei von einer 
gewissen Verdiinnung an ein Absirken der Koagulationswerte. Nach 
langerem Stehen zeigen solche verdiinnten Sole wieder eine zunehmende 
Stabilitat. Die Erklirung ist nach dem oben Gesagten unmittelbar 
gegeben. 


Ein umgekehrter Fall —- Erhéhung der Ionenkonzentration im 
Dispersionsmittel —- ist die Einwirkung von FeCl,._ Es ist bekannt, 
daB man geflockte oder sehr instabile Sole durch FeCl,-Zusatz wieder 
peptisieren bzw. stabilisieren kann. Die Erhéhung der Fe -Konzen- 
tration im Dispersionsmittel erhéht die Fe -Konzentration in der 
Micelloberflache, damit Stabilitat und £-Potential des Sols. Ein kom- 
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plizierterer Fall dieser Art ist die Wirkung von HCl auf das Sol. Der 
Saurezusatz hat zunachst eine stabilitaétserniedrigende Wirkung, 
die durchaus der durch Elektrolytzusatz hervorgerufenen entspricht. 
Solche sensibilisierten Sole werden sich im Laufe der Zeit nach dem 
oben Gesagten in einem gewissen Grade stabilisieren, ja, die Stabilitat 
wird sich im Laufe eines lingeren Zeitraumes sogar iiber die des ur- 
spriinglichen Sols erhéhen, indem unter der Einwirkung der Saure 
das Gleichgewicht zwischen Fe und Fe(OH), bzw. basischem Eisensalz 
sich in Richtung der Ionenbildung verschiebt und dadurch erneute 
Aufladung der Micelle eintritt. Wir kénnen zusammenfassend sagen, 
daB jede Anderung der Ionenkonzentration im Dispersionsmittel 
eine sofortige Anderung in der Micelloberflache zur Folge hat, im Sinne 
einer Sensibilisierung oder Stabilisierung, die gefolgt ist von einer 
weitergehenden Stabilisierung infolge der zeitlichen Gleichgewichts- 
einstellung zwischen Micelloberflache und Micellinnerem. Gerade diese 
zeitliche Anderung ist fiir spaitere Erérterungen von Bedeutung. 


2. Was ist nun zu erwarten, wenn dem Sol Stoffe zugesetzt werden, 
die nicht in der wasserigen Phase wirken, sondern unmittelbar in die 
Micelloberflache treten? Es ware hierbei zu denken an Stoffe, die be- 
vorzugt von der Micelle adsorbiert werden. Ein Beispiel dieser Art 
ware die Untersuchung von Freundlich und Rona (4) iiber die ,,Sensi- 
bilisierung“’ von Eisenoxydsol durch kapillaraktive Nichtelektrolyte, 
Alkohole, Urethane, Campher. Man kann mit recht groBer Sicherheit 
ausschlieBen, daB diese Stoffe auf die [onen im Dispersionsmittel 
in der oben erwaihnten Art wirken, vielmehr ist die Annahme einer 
Adsorption an die Micelle durchaus wahrscheinlich!. Es wird sich hier 
zunichst ein Gleichgewicht einstellen mit der Geschwindigkeit einer 
Adsorption. Freundlich und Rona nehmen an, daB der kapillaraktive 
Nichtelektrolyt in der Doppelschicht eine Anderung der Dielektrizitats- 
konstante und damit eine Anderung des £¢-Potentials hervorruft. Eine 
konsequente Durchfiihrung dieser Auffassung st6Bt auf gewisse 
Schwierigkeiten. Es erhebt sich zunachst die Frage, in welcher Art 
man sich den Potentialabfall innerhalb der Doppelschicht vorstellen 
soll und an welcher Stelle man das ZerreifSen der Schicht anzunehmen 


1 Bei diesen Untersuchungen hat sich zwar eine direkte Adsorption 
der betreffenden Stoffe nicht eindeutig nachweisen lassen, doch sprechen 
alle Beobachtungen fiir eine solche. Die Unméglichkeit, sie nachzuweisen, 
scheint uns lediglich dadurch bedingt, dafi’ man keine Konzentrations- 
bestimmungen der betreffenden Stoffe im Dispersionsmittel ausfiihren 
kann, ohne das System vollsténdig zu veréndern. Die zur Analyse not- 
wendige Koagulation des Systems bedeutet natiirlich eine véllige Ver- 
anderung des Adsorbens und damit sehr wahrscheinlich auch der ad- 
sorbierten Menge. 
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hat, wenn die Teilchen im elektrischen Felde wandern. Solange man 
iiber diese beiden Tatsachen keine plausiblen Annahmen machen 
kann, bleibt ein willkiirl cher Faktor in der Betrachtung, der kaum 
zu vermeiden ist. Halt man sich rein empirisch an die Erfahrung, 
so ergibt sich, das auch in dem vorliegenden Falle eine Erniedrigung 
der Koagulationswerte (Ko. W.) des _ Sol-Nichtelektrolytgemisches 
mit einer Erniedrigung des £-Potentials symbat geht. Aus dieser 
Symbasie und der sicher recht wahrscheinlichen Annahme, daf der 
Zusatz des Nichtelektrolyten keine Anderung der Ionenkonzentration 
im Dispersionsmittel zur Folge hat bei der geringen Konzentration 
an zugesetzten Stoffen ist eine Anderung des Dissoziationszustandes 
der betreffenden Elektrolyte wohl recht unwahrscheinlich folgt, 
daB der Nichtelektrolyt die Micelloberflache irgendwie verandert 
hat. Ob es sich hier lediglich um eine Adsorption unter Erniedrigung 
der Dielektrizitaétskonstante oder um eine Verdringung von Ionen 
handelt, ist hier ohne Belang. In beiden Fallen jedenfalls ist die Micelle 
irgendwie von der Substanz umgeben. Wenn jetzt also vom Micell- 
innern her Anderungen stattfinden in Richtung der Wiederherstellung 
des alten Gleichgewichtszustandes zwischen Micellinnerem und Micell- 
oberflaiche, so wird deren EinfluB auf die Stabilitat des Sols merklich 
geringer sein als in der oben erwahnten ersten Art von Gleichgewichts- 
stérungen, solange die adsorbierten Stoffe tatsichlich adsorbiert 
bleiben, was ohne weiteres anzunehmen ist. Es wird also bei allen 
Fallen der zweiten Art von Einwirkung auf das Sol die Zeitfunktion 
eine erheblich geringere, teilweise vielleicht verschwindende Rolle 
spielen. Hatten wir also in der ersten Art von Gleichgewichtsstérungen 
die zeitliche Anderung der Stabilitat als eine wesentliche GréBe erkannt, 
so tritt diese bei der zweiten Art von Einwirkung recht stark zuriick, 
ein quantitativer Unterschied, der gestattet, mit einer gewissen Wahr- 
scheinlichkeit aus den beobachteten zeitlichen Anderungen Riickschliisse 
auf die Art des Vorganges zu ziehen. , 

Zu den Fallen der zweiten Art ist in erster Linie die Koagulation 
durch Elektrolyte zu rechnen. Zunichst der einfachste Fall der Koa- 
gulation durch einen Elektvolyten mit fremden Ionen, etwa NaN Og. 
Hier spielen sich die wesentlichen Vorgange an der Micelloberflache 
ab, das £-Potential andert sich bei kleinen, nicht zur Koagulation 
ausreichenden Zusaitzen symbat mit der Erniedrigung der Stabilitat. 
Wie man sich im einzelnen die Vorginge in der Doppelschicht vor- 
zustellen hat, ist eine Frage, deren Erérterung tiber den Rahmen der 
vorliegenden Betrachtung hinausgeht. Ein durch geringen Elektrolyt- 
* Sol wird seine Stabilitat im Laufe der Zeit 


zusatz ,,sensibilisiertes‘ 
ebenfalls andern, aber in einem nur recht geringen Mabe, was mit 
der Erfahrung iibereinstimmen diirfte. Ein mit NaCl sensibilisiertes 
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Sol wird vermége der Erhéhung der Chlorionenkonzentration die 
Konzentration an Fe-Ionen in der wiasserigen Phase herabsetzen und 
dadurch ebenfalls eine Gleichgewichtsstérung bewirken, die sich zu 
dem reinen Adsorptionseffekt im Falle des NaNO, addiert. Es sollte 
demnach NaCl stairker flocken als NaNQO,, vorausgesetzt, da die 
Adsorptionsverhaltnisse in der Doppelschicht bei itibereinstimmenden 
Konzentrationen beider Salze die gleichen waren. Zusammenfassend 
kénnen wir sagen: immer, wenn es sich um eine Beeinflussung der 
Ionenkonzentrationen im Dispersionsmittel handelt, ist eine zeitliche 
Anderung in der Stabilitat des Sols zu erwarten, die gréBer sein wird 
als die, die als Folge von Vorgingen an der Micelloberflache, in erster 
Linie Adsorption, auftritt. 

3. Wenn in den bisher erwihnten Beispielen es sich in den meisten 
Fallen um eine Sensibilisierung handelt, so ist dies natiirlich keineswegs 
immer der Fall. Die Peptisation mit FeCl, ist ein Beispiel fiir eine 
Stabilisierung. Es wird sich allerdings die gréBere Zahl von typischen 
Schutzwirkungen besser in die zweite Gruppe der oben erwahnten 
méglichen Anderungen einreihen lassen. Wenn auch fiir den speziellen 
Fall der Schutzwirkung dem oben Gesagten wenig prinzipiell Neues 
hinzuzufiigen ist, so soll doch die Schutzwirkung als solche hier noch- 
mals gesondert besprochen werden. Es seien nur solche Fille ins Auge 
gefaBt, bei denen die Wirkung des zugesetzten Stoffes nur an der Micell- 
oberflache statthat. Die Schutzwirkung wird man nach dem Vorgang 
von Bechhold und anderen (5) als eine Umhiillung der Solpartikeln 
durch den schiitzenden Stoff ansehen kénnen. Hierin liegt allerdings 
die Voraussetzung, daB der schiitzende Stoff selbst, auch im adsorbierten 
Zustand hydrophiler bleibt als die Solpartikeln, eine sehr wahrscheinliche 
Annahme, da man es bei der Schutzwirkung stets mit Stoffen sehr 
hydrophiler Natur zu tun hat. Es muB8 hier ein Umstand beriicksichtigt 
werden, der Schutzwirkungen dieser Art prinzipiell von der Sensi- 
bilisierung unterscheidet, nimlich das Fehlen der Symbasie zwischen 
Stabilitét des Systems und £-Potential. Man weiB, daB z. B. Sole, 
die durch Eiweibstoffe geschiitzt sind, trotz hoher Stabilitat ein auBer- 
ordentlich niedriges £-Potential zeigen, eihe Tatsache, die fiir lyophile 
Kolloide meist gilt. Der Begriff des £¢-Potentials kann bei solchen Stoffen 
nicht mehr in der gleichen Art verwendet werden wie bei lyophoben 
Solen. Solange also ein Sol einen deutlich lyophoben Charakter behalt, 
was bei sensibilisierten Solen ausgesprochen der Fall ist, besteht die 
Parallelitat zwischen Ko. W. und £-Potential. Es kann dies geradezu 
als ein Kriterium dafiir gelten, daB die Solpartikeln in einem solchen 
Falle nicht vom lyophilen Stoff irgendwie umhiillt sind. Erst in einem 
Gebiet, wo diese Parallelitat aufhért, also die Stabilitat bei niedrigem 
£-Potential betraichtlich wird, kann man annehmen, daB nunmehr 
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die Solmicelle sich in eine lyophile Micelle verwandelt hat, deren Kern 
von der urspriinglichen Solmicelle gebildet wird. WNatiirlich ist die 
Umhiillung der Solpartikeln mit dem schiitzenden Stoff kein ProzeB, 
der bei einer bestimmten Konzentration an zugesetztem Schutzstoff 
plétzlich eintritt. Man wird sich vorstellen miissen, daB nach Mabgabe 
der Konzentrationen mehr und mehr Teilchen adsorbiert werden. 
MiBt man parallel £-Potential und Ko. W., so wird eine allmahlich 
wachsende Verschiedenheit beider auftreten. Wenn im Gebiet kleiner 
Konzentrationen an zugesetztem Schutzstoff die Symbasie gewahrt 
bleibt, so wird sie bei steigendem Zusatz verschwinden. Zuniachst 
enthalten die Micellen nur wenig Schutzstoff an ihrer Oberflache. 
Vielleicht wird diese Menge die Ladung der Micelle bis zu einem ge- 
wissen Grade erniedrigen, gleichzeitig aber wirken die lyophilen Gruppen 
stabilisierend. Welcher der beiden Faktoren jeweils tiberwiegt, hangt 
natiirlich von der Menge und Natur des adsorbierten Stoffes ab, doch 
ist es unmdglich, dariiber speziellere Annahmen zu machen. 

4. Die hier vorgetragene Vorstellung iiber das Wesen der Schutz- 
wirkung, die vollstandig der allgemein herrschenden Auffassung ent- 
spricht, legt es nun nahe, eine Beziehung zu suchen zwischen Schutz- 
wirkung und den Erscheinungen, die wir als Peptisationen zu bezeichnen 
pflegen. Auch hier handelt es sich ja um eine Umhiillung hydrophober 
Teilchen durch einen hydrophilen Stoff unter Erhéhung seiner Stabilitat. 
Der Unterschied liegt lediglich in dem geringeren Dispersitatsgrad 
des hydrophoben Stoffes. Der ganze Mechanismus aber der Pepti- 
sationen, der in der ,,Bodenkérperregel‘‘ einen Ausdruck findet, zeigt 
so wesentliche Ahnlichkeit mit den Vorstellungen und Erfahrungen 
iiber die Schutzwirkung, daB es durchaus lohnend schien, die Analogien 
zwischen diesen beiden Erscheinungen etwas eingehender zu behandeln. 
Die allgemeinen GesetzmaBigkeiten, die von Wo. Ostwald (6) und Mit- 
arbeitern sowie von A.v. Buzagh (7) gegeben wurden, lassen sich in 
der Tat auf die Schutzwirkung nahezu vollstandig iibertragen. 

Es sind im wesentlichen drei Punkte, die fiir die spaitere Diskussion 
der Schutzwirkung in Betracht kommen und die schon hier kurz 
skizziert werden sollen. Schiittelt man einen groben Niederschlag, 
z. B. FeO, mit einem peptisierenden Stoff, z. B. FeCl,, so findet man 
bei gleichbleibender Menge Fe,O, und variierender FeCl,-Konzentration 
von einer bestimmten Konzentration an eine ziemlich plétzlich auf- 
tretende Peptisation, die bei weiter steigendem FeCl, ein ausgepragtes 
Maximum erreicht und dann wieder auf nahezu Null fallt. Aus dem 
Typus dieser Kurve schlossen die genannten Autoren, daB es sich 
bei dieser Art von Peptisation um einen Adsorptionsvorgang handelt. 
Es liegt hier also ein System vor, das genau analog ist der erwahnten 
Stabilisierung von Solen durch FeCl,-Zusatz. Eine andere Art von 
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Peptisation wurde von A. v. Buzagh am System Fe,O,-—-HCl gefunden. 
In diesem Falle steigt die Menge peptisiertes Eisenoxyd mit der Menge 
an zugesetzter HCl dauernd an, ohne daB ein Maximum wie im voran- 
gehenden Beispiel auftritt. A.v. Buzdgh betrachtet diese Peptisation 
als chemischen ProzeB. Es ist somit méglich, aus dem Habitus solcher 
Peptisationskurven zu schlieBen, ob eine chemische oder Adsorptions- 
peptisation vorliegt. Als zweite fiir das folgende wichtige Tatsache 
ergab sich, daB die Peptisation in typischer Weise zeitabhangig ist. 
v. Buzdgh fand, daB die maximale Menge an peptisiertem Bodenkérper 
erst nach Tagen erreicht wird. Tragt man die peptisierte Menge gegen 
die Zeit der Einwirkung des peptisierenden Stoffes auf, so erhalt man 
S-férmige Kurven. Drittens ist wesentlich die Abhangigkeit der pepti- 
sierenden Menge vom Dispersitatsgrad des Bodenkérpers. An sich ist 
diese Tatsache nicht iiberraschend. Je gréBer der Dispersitatsgrad des 
Bodenké6rpers, desto gréBer ist die Oberflache, an der Adsorption oder 
chemische Reaktion stattfinden kann, desto mehr also wird peptisiert 
werden kénnen. Es wird sich natiirlich die Konzentration an Peptisator, 
die zu Erreichung maximaler Peptisation notwendig ist, bei einem 
feiner dispersen Bodenkérper erhéhen. Endlich diirfte sich bei einer 
Adsorptionspeptisation in einem solchen Falle auch die Zone maximaler 
Peptisation verbreitern. Es ist zu erwarten, daB die erwahnten Gesetz- 
maBigkeiten in prinzipiell gleicher Art auch bei den Erscheinungen der 
Schutzwirkung sich wiederfinden lassen, denn beide Erscheinungen 
stellen nur AuBerungen derselben Prozesse zwischen Bodenkérper 
bzw. Sol und Peptisator bzw. schiitzendem Stoff dar. Geht man von 
einem grob dispersen Bodenkérper aus und erhéht dessen Dispersitats- 
grad, bis zu dem eines Sols, so ist nicht zu erwarten, daB auBer jenen 
erwahnten quantitativen Anderungen qualitativ neue Erscheinungen 
bei der Wechselwirkung zwischen Sol und Peptisator auftreten sollen. 
Die prinzipielle Gleichheit beider Erscheinungen erméglicht es, die 
Schutzwirkung gewisser Stoffe auf ein Sol am einfacheren System 
Fe, Q,-Schutzstoff zu studieren. Es kommt dabei auf die Feststellung 
der folgenden drei Haupttatsachen an: Erstens: es ist méglich, prinzipiell 
zu unterscheiden, ob chemische Wechselwirkung oder Adsorption statt- 
findet. Zweitens: die zeitliche Anderung bei der Peptisation gibt eine 
Méglichkeit, die zeitlichen Anderungen der Ko. W. geschiitzter Sole 
zu erkliren. Drittens: die quantitativ verschiedene Schutzwirkung 
verschiedener Stoffe kann einmal in Abhangigkeit von diesen Stoffen, 
zum anderen fiir jeden Stoff in Abhangigkeit vom Sol erklart werden. 
Die hierher gehérigen Tatsachen sollen im Zusammenhang mit der 
Anwendung unserer Uberlegungen auf Sensibilisierung und Schutz- 
wirkung der verschiedenen Eiweifstoffe auf Eisenoxydsole im einzelnen 
diskutiert werden. 
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1. Nach dem Vorangehenden wird es nun mdglich, die bei der 
Einwirkung von Eiweifstoffen auf Eisenhydroxydsol auftretenden 
Erscheinungen mit den allgemeinen Stabilitétsbedingungen des Sols 
in Beziehung zu setzen. Die bei hjheren Konzentrationen an zugesetztem 
EiweiB auftretende Schutzwirkung diirfte einer Deutung kaum mehr 
Schwierigkeiten bereiten. Wir werden am Ende dieses Abschnittes 
noch einmal auf die hier herrschenden Beziehungen einzugehen haben. 
Uber die Herabsetzung der Stabilitat des Sols durch EiweiBzusitze 


die Sensibilisierung -- war im ersten Abschnitt dieser Arbeit nichts 
ausgesagt worden. Es liegt nun sehr nahe, den Grund zu solchen 


Sensibilisierungen in einer Beeinflussung der fiir die Stabilitat des 
Sols wesentlichen lonen im Dispersionsmittel und damit auch an der 
Micelle zu suchen. Die Méglichkeiten zu einer solchen ‘Beeinflussung 
wurden im ersten Teil bereits eingehend erértert, und es handelt sich 
im folgenden nur darum, die von uns vertretene Auffassung iiber das 
Wesen der Sensibilisierung durch die schon vorliegenden sowie neuere 
Versuche zu stiitzen. Natiirlich waren zunachst beide Méglichkeiten 
einer Beeinflussung des Sols direkte Adsorption an der Micelle 
sowohl als Beeinflussung der Konzentration der fiir die Stabilitat 
entscheidenden [onen im Dispersionsmittel —-zu erértern und zu unter- 
suchen, inwieweit die gesammelten Erfahrungen iiber Sensibilisierung 
mit einer von diesen Méglichkeiten iibereinstimmen. Wir hatten als 
eine notwendige Erscheinung bei Sensibilisierungen der ersten Art, 
nimlich der Beeinflussung der Solstabilitat durch Anderung der Konzen- 
tration der fiir sie wesentlichen Lonen im Dispersionsmittel gefunden, 
daB eine nachfolgende zeitliche Anderung der Ko. W. von erheblicher 
GréBe im Sinne einer Stabilisierung des Sols zu erwarten sei. Eine 
direkte Beeinflussung der Micellen etwa durch Adsorption des sensibili- 
sierenden Stoffes sollte einen solchen Zeitfaktor in diesem Mae nicht 


Tabelle 1. 


Zeitliche Anderung der Ko. W. in Gemischen von Hamoglobin 
und Ejisenoxydsol. 





Himo- Ko. W 
globin- — . 
konzen- sofort 1 Std. 3 Std 24 Std 48 Std 


tration 


° nach der Mischung 


0,042 100 139 130 145 
0,196 100 160 160 180 180 
0,212 115 175 195 225 230 
0.318 150 185 205 230 265 
0,424 240 220 205 235 270 


0,530 315 270 205 245 290 
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Zeitliche Anderung der Ko. W. in Gemischen von Eieralbumin 
und Eisenoxydsol. 





Ko. W. 
Albumin- . . = 
konzen- sofort 2 Std. 5 Std. 24 Std. 50 Std. 
tration _ L 
%} nach der Mischung 
0,000 100 100 100 100 100 
0,047 25 45 50 70 70 
0,079 10 25 30 40 40 
0,158 7,5 12.5 15 25 25 
0,236 10 10 15 20 22,5 
0,315 12,5 7,5 12,5 20 20 


besitzen. Die in der ersten Abhandlung der Verfasser mitgeteilten 
Resultate zeigen nun bei simtlichen untersuchten EiweiBstoffen eine 
recht betrachtliche zeitliche Anderung der Ko. W. im erwahnten Sinne. 
Es seien hier die damals gefundenen Werte fiir Hamoglobin und Eier- 
albumin noch einmal wiedergegeben (Tabelle I). 


2. Nun weifs man ferner aus zahlreichen Beobachtungen und auch 
aus den erwahnten Untersuchungen, daB die EiweiBstoffe durchaus 
ionisches Eisen zu binden vermégen. Andererseits ware eine direkte 
tinwirkung der EiweiBstoffe auf die Micellen ebenfalls denkbar, aller- 
dings ist schwer vorzustellen, warum in einem solchen Falle eine 
Stabilitatserniedrigung eintreten sollte'. Es wiirde dies nach den Aus- 
fiihrungen des Teiles II bei einem so stark hydrophilen Stoff wie dem 
EiweiB durchaus gegen eine Adsorption an die Micelle sprechen, denn 
in diesem Falle ware eine Schutzwirkung viel eher zu erwarten. Zudem 
ware es schwer, die zeitlichen Anderungen der Ko. W. mit einer solchen 
Auffassung zu vereinigen. Man kénnte auch daran denken, dab die 
noch vorhandenen EiweiBanionen auf die Micelle entladend wirkten, 
so wie es Freundlich (8) in seiner ersten Untersuchung itiber Sensibili- 
sierung annahm. Eine genauere Uberlegung fiihrt aber auch hier zu 
nicht recht wahrscheinlichen Konsequenzen. Eieralbumin z. B. mit 
einem isoelektrischen Punkt von 5,6 miiBte dann bei der Aziditat, 
die im Sol-albumingemisch vorliegt, noch geniigend Anionen liefern 
kénnen, um in erheblichem MaBe die positiven Micellen zu entladen. 
Die fragliche Aziditaét ist etwa py 3,4, d. h. liegt um etwa zwei Zehner- 
potenzen rechts vom isoelektrischen Punkte des Albumins, hier ist 
nach allen bisherigen Erfahrungen die Konzentration an Anionen so 


1 Es sei hier noch einmal auf die Versuche von Freundlich und Rona (Il. c.) 
hingewiesen. Hier sollte eine merkliche Zeitabhangigkeit des Ko. W. nicht 
auftreten, was durchaus mit der Annahme in Ubereinstimmung stande, 
da®B man es hier mit einer Adsorption an die Micellen — nicht mit einer 
Anderung der Tonenkonzentrationen im Dispersionsmittel zu tun hat. 
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auBerordentlich gering, daB von einer derartigen Wirkung auf die 
Micellen nicht die Rede sein kann!. Es sprechen somit schwerwiegende 
Griinde fiir die erste Art von Sensibilisierung. Die aus ihr sich er- 
gebenden Konsequenzen sind nun einer experimentellen Priifung 
zuganglich und es kann vorweggenommen werden, daB das Ergebnis 
dieser Priifung vollstandig fiir die Auffassung der Sensibilisierung als 
einer Stérung des JIonengleichgewichtes zwischen Dispersionsmittel 
und disperser Phase spricht. 


3. Die erste Frage, die gestellt werden mubte, war die, ob ein 
Zusammenhang besteht zwischen der GréBe der Sensibilisierung und 
der Menge des gebundenen Eisens fiir die verschiedenen Eiweifstoffe. 
Ein Protein mit hoher Eisenbindungsfahigkeit wird eine betrachtliche 
Menge des ionischen Eisens im Dispersionsmittel binden kénnen. Durch 
Wiederherstellung des Gleichgewichtes wird die Micelloberfliche an 
aufladenden Ionen stark verarmen und die Folge wird eine Sensibili- 
sierung sein, die auch nach laingerer Zeit in erheblichem MaBe bestehen 
bleibt. Eisenbindung und SensibilisierungsgréBe gehen also symbat. 
Zur Priifung dieser Symbasie war eine quantitative Bestimmung der 
Eisenbindung fiir verschiedene EiweiBstoffe notwendig. Da es sich 
gezeigt hatte, daB Eieralbumin besonders stark sensibilisiert, Himoglobin 
schwach oder gar nicht, so schienen uns fiir die Untersuchung diese 
beiden Stoffe besonders geeignet. 


Die Untersuchung selbst ist mit erheblichen Schwierigkeiten ver- 
bunden. Prinzipiell kénnen alle derartigen Versuche so ausgefiihrt 
werden, daB zu einer Ferrichloridlésung von konstanter Konzentration 
EiweiBlésungen in steigender Konzentration zugefiigt werden und die 
restliche Konzentration an nicht gebundenem Eisen in dem Gemisch 
bestimmt wird. Elektromotorische Messungen kommen hier nicht in 
Frage, weil es an geeigneten Elektroden fehlt. Man kénnte an die 
Bechhold sche Methode der Ultrafiltration denken, doéh bestehen auch 
hier gewisse Bedenken. Bei den an sich geringen Mengen an gebundenem 
Eisen sind die Konzentrationsdifferenzen, die man erwarten kann, 
recht klein, so daB hier die Stérungen bei der Filtration, etwa Adsorption, 
schon erheblich werden kénnen, auch bestande die Méglichkeit, daB 
Ferrichlorid hydrolysiert und dadurch zum Teil ebenfalls auf dem 
Filter zuriickgehalten wird, so daB die gefundene Restkonzentration 
leicht zu niedrig ausfallen kénnte. Wir benutzten eine Methode, die 


1 Was immer man als eigentliche Ursache fiir die Sensibilisierung 
geltend machen will, man wird stets dazu genétigt, eine Symbasie zwischen 
Ko. W.- und ¢-Potential in diesem Gebiet zu erwarten, wie sie in Teil II 
bereits eingehend besprochen wurde, und die in der erwaihnten Arbeit von 
Freundlich und Brossa (8) experimentell bestatigt werden konnte. 
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sich auf die Tatsache stiitzt, daB Ferrichlorid-EiweiBgemische mit 
NaCl koagulierbar sind. 

Die in erwahnter Weise hergestellten FeCl,-Eiwei8lésungen wurden 
daher mit ausreichend NaCl koaguliert, zentrifugiert und das Eisen in der 
restlichen Fliissigkeit bestimmt. Die Lésungen wurden auf dem Wasserbad 
eingedampft mit H,SO, + HNO,, mehrmals abgeraucht, dann in Wasser 
oder verdiinnter HCl-Lésung aufgenommen und der Eisengehalt kolori- 
metrisch durch Vergleich mit der Farbung einer Standardlésung bestimmten 
Eisengehalts nach der Rhodan-Methode bestimmt. 

Wir waren uns dariiber klar, daB auch diese Methode keineswegs 
ideal ist. Abgesehen davon, daB das Koagulat Fe adsorbieren und 
mit in den Niederschlag reiBen kann, besteht die weit wesentlichere 
Gefahr darin, daB das zugesetzte NaCl einen Teil des Fe wieder zu ver- 
drangen vermag. In der Tat scheint eine solche Méglichkeit zu_be- 
stehen, wie an spaterer Stelle erértert werden soll. Andererseits soll 
die Untersuchung nur orientierenden Charakter haben, und solange 
mit den verschiedenen EiweiBstoffen unter identischen Bedingungen 
gearbeitet wird, ist der Fehler vielleicht fiir den Vergleich nicht allzu 
schwerwiegend. Endlich schien es uns nicht ohne Bedeutung, die 
Versuche méglichst so vorzunehmen, daB die angewandte Methode so 
wenig wie méglich von den Bedingungen abweicht, die wir bei der 
Koagulation der Sol-EiweiBgemische mit NaCl vorfinden. Es kommt 
den Ergebnissen also lediglich vergleichender Charakter zu, iiber die 
tatsichliche GréBe der Eisenbindung in der Lésung oder die Art dieser 
Bindung soll und kann damit nichts ausgesagt werden. 

Es werden zu jeweils 10cem einer méglichst frischen FeC],-Lésung 
bekannten Gehalts 10ccm EiweiBlésung von steigernder Konzentration 
zugefiigt, von dem Gemisch zunéchst der Ko. W. bestimmt und dann 
10cem mit 10cem zur Koagulation gerade ausreichender Na(Cl-Lésung 
versetzt. Nach etwa 2 Stunden wurde zentrifugiert und 10 ccm der iiber- 
stehenden Fliissigkeit in der oben geschilderten Weise auf Eisen analysiert. 

Das Ergebnis fiir Haimoglobin und Eieralbumin zeigt Tabelle II 
und Abb. 1. 

Tabelle II. 


Fe™’-Bindungsfahigkeit von Eieralbumin. 





Konzentration Ausgangskonzen- Apsive. Ena 
Eiweif tration ee ee 4 
mgicem Fe Cl im Gemisch —— rae gy an Ko. W. 
(im Gemisch mit mit Eiweif (als mg Fe, 0 jeem) 

Fe Clg) mg Fe, O3/ccm) mg Fe, 03/eem = 
0 1,0302 1,032 0 9 
0,3 1,0302 0,9938 0.0364 559 
0,6 1,0302 0.9494 0,0¢08 550 
0,9 1,0302 0,9373 0,0929 550 
1,2 1,0302 0,8383 0,1919 550 
1,5 1,0302 0,8279 0,2023 550 
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Fe’’-Bindungsfahigkeit von Hamoglobin. 




















Konzentration Ausgangskonzen- Analvs. End 
y : oe 4 ays. 4 = a 
Hamoglobin } tration konzentration nach aufgenommene 
mg/cem é FeClz im Gemisch der Koagulation Menge Fe, 0, Ko. W 
(im Gemisch mit mit Haimoglobin jaxatoamy 
FeCl,) (mg/cem) als FegO3 mg Fes O3/eem 
1.88 1,075 1,975 0,000 1090 
3,76 1,975 1,025 0,950 800 
5,64 1,075 1,005 0,070 8&0) 
7,52 1.075 1,915 0,069 800 
9,40 1,075 1,000 0.075 800 
G22 . 
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Abb. 1. 


Man sieht eine betrachtliche Eisenbindung beim Eieralbumin, 
wahrend die des Himoglobins nur recht gering ist und nahezu voll- 
standig in die Fehlergrenze der Bestimmungsmethode fallt. Jedenfalls 
ist der Unterschied der Eisenbindung bei beiden Eiweifbstoffen recht 
betrachtlich und stimmt mit der Sensibilisierungsfahigkeit der beiden 
EiweiBstoffe vollstandig iiberein. 

Weniger befriedigend war die Versuchsreihe bei Paraglobulin. 
Hier war praktisch keine Eisenbindung festzustellen, wahrend die 
Sensibilisierung zwar geringer als die des Eieralbumins, aber immerhin 
merklich war. DaB auch hier eine Eisenaufnahme eintritt, scheint uns 
recht wahrscheinlich, schon deshalb, weil die Koagulierbarkeit von 
Paraglobulinlésungen durch NaCl bei Fe Cl,-Zusatz durchaus ebenso 
vorhanden ist wie bei den anderen genannten Stoffen. Es scheint uns 
nicht unméglich, daB hier nur die Fe-Bindung selbst lockerer ist als 
in den ersten beiden Fallen. Zudem hatten die Koagulate bei der 
Untersuchung iiber Nacht in Beriihrung mit der Flissigkcit gestanden, 
so daB es wohl méglich erscheint, daB hier nachtraglich Eisen aus dem 
Niederschlag wieder in die Lésung getreten ist. 
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Bei der groBen Unsicherheit, die iiber die Art der Schwermetall- 
bindung an Proteine besteht, und bei dem Mangel an einer geeigneten 
Methode, sie quantitativ zu erfassen, ohne das Gleichgewicht der 
Reaktion zu beeinflussen, ist es natiirlich schwer, eindeutige Versuche 
anzustellen. Immerhin kann man aus den erwaihnten Versuchen doch 
mit recht groBer Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB Ionenreaktionen 
bei der Sensibilisierung die wesentliche Rolle spielen. DaB eine Be- 
einflussung der H -Ionenkonzentration einen erheblichen EinfluB auf 
die GréBe der Sensibilisierung hat, ist auf Grund unserer Versuche an 
Eieralbumin-Solgemischen mit und ohne Saurezusatz ziemlich aus- 
geschlossen. Es sei hier auf die entsprechenden Versuche aus unserer 
friiheren Arbeit (9) hingewiesen!. 

4. In volliger Analogie zu diesen Versuchen konnte man nun auch 
den EinfluB8 der Fe-Bindung der nach unserer Meinung entscheidend 
ist, experimentell priifen, indem man das EiweiB von vornherein mit 
Fe sattigte. 

Es wurde zu diesem Zweck eine globulinfreie, dialysierte Eieralbumin- 
lésung mit Fe Cl,-Lésung versetzt, das Gemisch mit Na Cl geflockt und zentri- 
fugiert. Das Koagulat wurde ein zweites Mal mit einer gleich konzentrierten 
NaCl-Lésung versetzt, um restliche freie Fe-Ionen auszuwaschen, und 
noch einmal zentrifugiert. Dann wurde der Niederschlag in destilliertem 
Wasser suspendiert und die Aufschwemmung iiber Nacht in Kollodium- 
sickchen gegen destilliertes Wasser dialysiert. Am Morgen war der Nieder- 
schlag wieder véllig gelést, die Lésung war triibe und zeigte einen braéunlich- 
gelben Farbton. Sie wurde dann durch Elektrodialyse véllig gereinigt, 
wobei als positive Membran eine Kollodium-Eieralbuminmembran ver- 
wendet wurde. 

Die so gewonnene Lésung diente zu Koagulationsversuchen im 
Gemisch mit Eisenoxydsol in der iiblichen Weise*. Der Eisengehalt 
der Albuminlésung wurde bestimmt durch Eindampfen von 20 ccm 
der Lésung auf dem Wasserbad, mehrmaliges Abrauchen mit HNO, 
+ H,SO, und gravimetrischer Analyse des Riickstandes. Es zeigt sich, 
daB der Gehalt an Eisenoxyd niedriger liegt als bei den oben erwihnten 
Versuchen. Bei einem Trockengehalt der Lésung von 0,6°., betrug der 
Eisengehalt 0,02° , Fe,0,. Es scheint durch das zweimalige Auswaschen 
des mit NaCl gewonnenen Koagulates ein Teil des Fe wieder in die 
Lésung getreten zu sein. Dafiir spricht auch, daB die Waschfliissigkeit 


1 Eine Eieralbuminlésung, deren Aziditét durch HCl-Zusatz von 
vornherein der des Sols gleichgemacht war, zeigte keinen wesentlichen 
Unterschied in der GréSe der sensibilisierenden Wirkung auf das Sol 
gegeniiber einer Albuminlésung von isoelektrischer Reaktion, die im Ge- 
misch mit dem Sol dessen Aziditét nicht unerheblich veranderte. 

2 D.h. an Stelle der reinen EiweiBlésungen, wie sie bisher zu allen 
Sensibilisierungen verwendet wurden, arbeiteten wir jetzt mit der Eisen- 
albuminlésung. 
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nach dem Zentrifugieren einen hellgelben Farbton hatte, wie eine ver- 
diinnte Ferrichloridlésung. Auch hier wieder zeigt sich eine besondere 
Schwierigkeit in der Unmdglichkeit, eine wirklich definierte Fe-Albu- 
minatlésung zu erhalten. Auch die braunliche Farbung der Lésung 
waihrend der Dialyse spricht dafiir, daB ein Teil des Eisens wieder 
abgegeben wird und hydrolysiert. Alle Beobachtungen scheinen darauf 
zu deuten, daB, zumindest im Falle des Eieralbumins, ein Teil des 
Eisens komplex gebunden wird, ein anderer in einer lockereren Form 
aufgenommen wird und so in einem gewissen Grade dissoziierbar bleibt. 
Praktisch erhilt man also bei der angewandten Methode eine Eisen- 
albuminatlésung, die noch nicht vollig an Eisen gesiattigt ist. Immerhin 
ist eine erhebliche Eisenaufnahme eingetreten und es sollte demnach 
ein recht merklicher Riickgang der Sensibilisierung zu erwarten sein. 
Dies ist in der Tat der Fall. In Tabelle III sind die Ko. W. der Sol-Fe- 
Albuminatgemische nach 48 Stunden angegeben, zum Vergleich die 
einer nicht mit FeCl, vorbehandelten Albuminlésung (Abb. 2). 
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Tabelle III. . EinfluB der Fe™-Bindung auf die SensibilisierungsgréBe. 
I. Eieralbumin gesattigt mit Fe™ ; 





Konzentration Konzentration 
Ejeralbumin Ko. W. Ko. W. Eieralbumin Ko. W. Ko. W. 
(eisenfrei sofort nach 2 Tagen (eisenfrei sofort nach 2 Tagen 
gerechnet) gerechnet) 
0.029 60 100 0.173 45 55 
0,058 45 70 0,231 55 65 
0,087 35 55 0,289 60 95 
0,116 35 55 


II. Eieralbumin ohne Vorbehandlung. 





Albuminkonzentration Ko. W. nach 2 Tagen] Albuminkonzentration Ko. W. nach 2 Tagen 





0,037 | 55 0,222 221), 
0,074 45 0,296 45 
0,148 221), 


Biochemische Zeitschrift Band 219 26 
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Die maximale Sensibilisierung ist von etwa 22 Millimol NaC 
auf 55 Millimol zuriickgegangen. Der erwartete Effekt tritt also durchaus 
ein. DaB ein volliges Verschwinden der Sensibilisierung stattfindet, 
ist nach dem oben Gesagten nicht zu erwarten. Immerhin ist die 
Anderung so stark, daB man sie als durchaus beweisend fiir unsere 
Auffassung betrachten kann. 


Abb. 2 zeigt auBerdem eine Verschiebung der Zone maximaler 
Sensibilisierung beim Fe -gesattigten Eieralbumin ins Gebiet kleinerer 
EiweiBkonzentrationen. Wir méchten dieser Verschiebung keine er- 
hebliche Bedeutung beimessen, sie kénnte z. B. dadurch hervorgerufen 
sein, daB das an das Albumin gebundene Eisen als Fe,O, gerechnet 
wurde. Die auf Albumin gerechneten Konzentrationen in Tabelle III 
stellen die Differenz aus der EiseneiweiSkonzentration (als Trocken- 
riickstand bestimmt) und der in oben beschriebener Weise bestimmten 
Menge Fe,O, dar. Es ist natiirlich méglich, daB das Eisen als Fe ~ 
aufgenommen wird, dann wiirde sich die Konzentration an Eiweil} 
entsprechend erhéhen. Am Ergebnis andert diese Moglichkeit natirlich 
nichts. Es kam uns lediglich darauf an, den Beweis zu erbringen, 
da8 Fe -Bindung fiir die Sensibilisierung eine entscheidende Rolle spielt. 


5. Es wird nun auch die mit der zeitlichen Anderung der Ko. W. 
einhergehende Anderung der Aziditét der Gemische verstandlich. 
Das EiweiB reagiert ionisch mit dem Fe , es treten also an Stelle 
der Fe -Ionen H’-Ionen in die Lésung, d. h. wir haben im ersten Moment 
der Mischung eine gewisse Aziditaét, die dann verschwindet, wenn 
die Solmicellen sich wieder stabilisieren, weil die H-Ionen bei der 


Tabelle IV". 
Zeitliche Anderung der Wasserstoffionenkonzentration in 
EKisenoxydsol-Eiweiigemischen. 
1. Hamoglobin. 


Solkonzentration im Gemisch mit Hamoglobin 0,225 °, Fe,O,. 





Himogl.- Ko. W. Ko. W. Ko. W. Ko. W. 
Konzentr. | sofort nach 3 Std. 24 Std. 48 Std. 
nach Verd. der Pu nach der PH nach der PH nach der | = PH 
durch d. Sol Mischung Mischung Mischung Mischung 
0,106 109 3.80 160 3,92 189 4.06 180 3.97 
0,212 115 4,31 195 4,54 225 4,40 239 4,37 
0,424 249 5.04 205 5,90 235 5.99 270 4.95 
0,530 315 6,04 205 5,30 245 5,38 299 5,32 


Es zeigt sich deutlich, daB8 die Anderung des pq beim Hamoglobin, 
dessen Eisenbindungsfahigkeit ja recht gering ist, bei weitem weniger 
charakteristisch ist als bei Eieralbumin mit seiner betrachtlichen Eisen- 
bindungsféhigkeit. 
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‘| 2. Eieralbumin. 
1S Solkonzentration im Gemisch mit Eieralbumin 0,225 °,, Fe,Q,. 
t, 
a Eieralbumin- Ko. W. Ko. W. Ko. W. 
l¢ konzentration 2 Std. 5 Std 24 Std 
re nach Verdiinn. nach der Pu nach der Pu nach der Pu 

durch das Sol Mischung Mischung Mischung 

0.947 45 3,28 50 3.35 70 3.40 + 

“tr 0,158 12.5 3.28 15 3.38 25 3.44 
m 0,315 7,5 3,32 12.5 3,44 20 3,42 
r- 
1) Neubildung von Fe -Ionen an der Micelloberflache eine entscheidende 
ot Rolle spielen. Zunahme der Stabilitat bedingt in gewissen Grenzen 
| Abnahme der Aziditét. Das Ergebnis stimmt mit dieser Vorstellung 
1- véllig tiberein. Die entsprechenden Angaben finden sich in Tabelle X 
n und XI unserer ersten Veréffentlichung, die wir hief in verkiirzter 
a Form wiedergeben. Es ist nun auch unmittelbar einleuchtend, dab 
B Sole verschiedener Herstellung und verschiedenen Alters sich ganz 
h verschiedenartig verhalten werden. Ein frisch bereitetes Sol, das im 
a, Dispersionsmittel reichlich Fe enthalt, wird von einem EiweiBstoff, 
t. der wenig Fe zu binden vermag, kaum oder gar nicht sensibilisiert 


, werden, weil das Verschwinden geringer lonenmengen aus dem Dis- 
persionsmittel eine so geringe Abnahme der Ionenkonzentration in 











a. ; Y “ ‘ ‘ . 
le der Micelloberfliche zur Folge hat, da diese vom Micellinnern her 
t ohne weiteres ausgeglichen werden kann. Dieser Fall ist realisiert 
. beim Hiamoglobin, das ein frisches Sol (in Abb.3, Sol D) nicht zu 
/. sensibilisieren vermag. Ein alteres Sol, bei dem durch im ersten Teil 
! erwahnte langsame Hydrolyse die Menge Fe-lonen im Dispersions- 
mittel geringer geworden ist, wird durch Haimoglobin — wenn auch 
schwach — sensibilisiert (Abb. 3, Sol B). 
b 
j 
/ 
) 
Abb. 3 
, 
Tr 


SolC in Abb. 3, ein sehr stark gealtertes Sol, das sehr grob- 
teilig und sicher recht Fe -ionenarm ist, wird relativ noch starker 


of * 
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sensibilisiert. Die in Abb. 3 weiterhin vorhandenen Besonderheiten 
in Gebieten héherer Hamoglobinkonzentrationen kénnen erst spater 
im Zusammenhang mit der Besprechung der Schutzwirkung erdrtert 
werden. Jede solche Kurve, die die Abhingigkeit der Ko. W. von der 
EiweiBkonzentration darstellt, wird aus den beiden Faktoren der Schutz- 
wirkung und der Sensibilisierung zusammengesetzt und ihre Gestalt 
wird deshalb von der GréBe der Schutzwirkung entscheidend mit- 
bestimmt. Es sei hier auch bemerkt, daB Hamoglobinzusatz zu einem 
hochempfindlichen und sehr elektrolytarmen Goethitsol sofortige 
Koagulation hervorruft, was nach dem eben Gesagten zu erwarten ist. 


Der EinfluB der Verdiinnung auf die Stabilitét von Sol-Eiweib- 
gemischen stimmt mit den hier vorgetragenen Vorstellungen ebenfalls 
iiberein. Es wurde eine Eieralbuminlésung bestimmter Konzentration 
zu einem gleichen Volumen Sol zugegeben, dieses Gemisch steigend 
verdiinnt und die Koagulationswerte nach 48 Stunden bestimmt. 
Tabelle V, Abb. 4. Die Ko. W. sinken bei abnehmender Gesamt- 


Tabelle V. 


EinfluB der Verdiinnung auf die Ko. W. von Sol-Eieralbumingemischen 
bei gleichbleibendem Verhaltnis der Komponenten. 





Konzentration Ko. W. 


Verhaltnis FO, : Eieralbumin: 20,7:8 








45,54 mg Fe, Os, 17,6 mg Albumin in 12cem (c). . 120 
Dasselbe in 18cem (*/3¢) . eta ie ele 6 eri 105 
. ee ee ere ee ere 75 
¥ a, Beer SR a eee 60 
ee a EE oe kM 8 ie ee ee 45 , 
190. ——~7-— 
100 + 
80} t4 
60} f 
4o} +414 
20} 
co . es er 
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Abb. 4. 


konzentration erst langsam, dann recht erheblich. Es handelt sich 
hier um den Fall der einfachen Verdiinnung, der im allgemeinen Teil 
dieser Abhandlung bereits erértert wurde. Die Sensibilisierung beruht 
ebenfalls auf Abnahme der Ionenkonzentration im Dispersionsmittel. 
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Wichtig ist diese Tatsache fiir alle Sensibilisierungsversuche; denn 
um iibereinstimmende Ergebnisse zu erhalten, ist auch die Absolut- 
konzentration von Sol und Eiweif von Bedeutung. 

6. Noch klarer und iibersichtlicher ist das Verhalten der Eiweil- 
stoffe in hGheren Konzentrationen, bei denen wir es mit einer schiitzenden 
Wirkung auf das Sol zu tun haben. Prinzipiell hat sich hier die Bech- 
holdsche Auffassung einer Umhillung der hydrophoben Teilchen 
durch den hydrophilen Stoff durchaus bestatigt. Es handelt sich deshalb 
im folgenden um eine eingehendere Priifung dieser Theorie und eine 
genauere Diskussion der an verschiedenen Eiweifstoffen erhaltenen 
Xesultate. Wie schon im theoretischen Teil besprochen, begegnen 
wir hier prinzipiell den gleichen Erscheinungen wie bei der Peptisation 
grober Suspensionen durch irgendwelche Stoffe. Es lag deshalb nahe, 
das Verhalten der EiweiBstoffe gegeniiber Eisenoxydsol zu studieren 
an dem einfacheren System Eiweif— Eisenoxyd. 

Die Versuche wurden angestellt mit Hamoglobin, Eieralbumin und 
Paraglobulin und einem feingepulverten Kahklbaumschen Eisenoxyd. 
Je 2g Oxydpulver wurden in kleinen Flaschen mit Schliffstopfen mit 
20cem Eiweiblésungen variierender Konzentrationen  versetzt und 
48 Stunden lang auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Die Lésungen 
wurden dann 10 Minuten bei etwa 2000 Touren auszentrifugiert und die 
iiberstehende Fliissigkeit auf ihren Gehalt an suspendiertem Eisenoxyd 
analysiert. 

Bei Eieralbumin und Paraglobulin ergab sich das fiir eine Ad- 
sorptionspeptisation charakteristische Bild. Kleine EiweiSkonzen- 
trationen peptisieren itiberhaupt nicht, Peptisation tritt bei einer ge- 
wissen Eiweibkonzentration ziemlich plétzlich auf, erreicht in einem 
sehr engen Konzentrationsintervall einen Maximalwert, um dann 
bei héheren:EiweiBkonzentrationeh wieder auf nahezu Null zu sinken. 
Die erhaltenen ,,Sole sind in der Durchsicht vollstandig klar und 
je nach der Konzentration an Fe,O, gelblich rétlich bis braunrot 
gefirbt. Der Eisengehalt wurde in den Proben in der mehrfach er- 
wahnten Weise kolorimetrisch analysiert. Im Ultramikroskop zeigen 
die Peptisate Teilchen von véollig gleichmaBiger GréBe. Sie sind 
wochenlang haltbar, ohne da das Eiweif eine merkliche Zersetzung 
erfahrt. Es beginnt dabei eine langsame Sedimentation des Eisenoxyds. 
NaCl koaguliert nicht. Ein Bild iiber GréBenordnung und Form der 
Peptisation fiir die beiden Eiweifstoffe zeigt Abb.5. Hamoglobin 
zeigt mit dem gleichen Eisenoxyd keine merkliche Peptisation, doch 
lieB sich mit einem noch feineren Eisenoxyd eine geringere Peptisation 
ebenfalls erhalten. Es wurden natiirlich bei allen Versuchen Blind- 
versuche mit reinem Wasser angestellt, die stets keinerlei Peptisation 
ergaben. GréBenordnungsmaBig liegt die Peptisationsfaihigkeit des 
Hamoglobins erheblich unter der von Eieralbumin und Paraglobulin, 
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die etwa gleich starkes Peptisationsvermégen haben. Es ist ferner 
der Anstieg der Peptisationskurve bei Paraglobulin steiler, d.h. die 
gleiche Menge Fe,O, wird bei Paraglobulin von kleineren Konzen- 
trationen peptisiert als bei Albumin. 
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Abb. 5. 





Ein vollig analoges Verhalten zeigen nun die drei Eiweibstoffe 
gegeniiber Eisenoxydsol. Abb.6 zeigt die typischen Koagulations- 
kurven fiir ein und dasselbe Eisenoxydsol. Man sieht den auBerordentlich 
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Abb. 6. 


steilen Anstieg der Kurven fiir Paraglobulin und Eieralbumin von 
einer bestimmten EiweiBkonzentration an, die bei Paraglobulin tiefer 
liegt als bei Eieralbumin. Hamoglobin, das an sich ein viel schwacheres 
Peptisationsvermégen hat, zeigt auch eine bei weitem weniger aus- 
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gepragte Schutzwirkung. Die Analogie ist so vollstindig, dai man 
wohl mit Recht fiir die Schutzwirkung dieselben Gesetzmibigkeiten 
als giltig annehmen kann wie bei der Peptisation von grobem Oxyd. 
Es sind natiirlich quantitative Unterschiede vorhanden, die sich aus 
dem verschiedenen Dispersitaétsgrad von gegliihtem Eisenoxyd einerseits 
und Sol andererseits ergeben. Es ist zu erwarten, daB die Schutz- 
wirkung erst bei héheren EiweiBkonzentrationen auftritt, als bei der 
Peptisation beobachtet wurde, was mit der Erfahrung durchaus 
iibereinstimmt. Man wird auch erwarten kénnen, daB die Zone der 
Peptisation breiter wird, je feiner der Dispersitatsgrad des Eisenoxyds 
ist. Bei der Schutzwirkung diirfte das Gebiet des Wiederaufhérens 
der Peptisation bei EiweiSkonzentrationen liegen, die experimentell 
nicht mehr faBbar sind. Man konnte hoffen, vielleicht bei Hamoglobin 
noch jenes Gebiet zu erreichen, weil seine Peptisationsfihigkeit sehr 
gering ist und man zu héheren Konzentrationen gelangen kann als 
bei Eieralbumin oder Paraglobulin. Man miiBte also bei Sol-Haimo- 
globingemischen fiir groBe Haimoglobinkonzentrationen in ein Gebiet 
abnehmender Schutzwirkung gelangen, besonders deutlich bei grob- 
teiligen Solen, denen gegeniiber die Peptisationsfaihigkeit des Himo- 
globins noch geringer sein miibte als bei feinteiligen frischen Solen. 
Abb. 3 gibt ein Bild der Verhaltnisse. Frische Sole, wie Sol A und D, 
zeigen den iblichen allmahlichen Anstieg der Ko. W., waihrend Sol B 
schon eine allmaihliche Abnahme der Ko. W. mit héherer EiweiB- 
konzentration zeigt. Sol C schlieBlich, das sehr stark gealtert und grob- 
teilig ist, zeigt ein ausgeprigtes Maximum und eine zweite Sensi- 
bilisierungszone. In derjTat findet man hier eine nahezu quantitative 
Analogie zwischén Peptisation und Wirkung auf das Sol. 

Wenn dadurch das Bild der Verhiltnisse an Klarheit und Uber- 
sichtlichkeit gewinnt, so bleibt doch auch hier noch eine Frage offen, 
naimlich die nach dem Wesen der zweiten Sensibilisierungszone bzw. dem 
Riickgang der Peptisation des groben Fe,O, im Gebiet héherer Eiweib- 
konzentrationen. Wo.Ostwald und A.v. Buzdgh machten die fiir ihre 
Systeme auBerordentlich wahrscheinliche Annahme, daB die Peptisation 
deshalb zurickgehen muB, weil der erhéhte Zusatz des peptisierenden 
Stoffes zu einer Entladung, einer Art Koagulation der suspendierten 
Teilchen fiihrt. Der Stoff, der in kleinen Konzentrationen peptisiert, 
flockt bei hGheren Konzentrationen infolge der Wirkung entgegengesetzt 
geladener Ionen. Die Ubertragung dieser Auffassung auf die hier 
vorliegenden Peptisationen durch die EiweiBstoffe st6Bt auf Schwierig- 
keiten. Es ist recht unwahrscheinlich, daB das recht lyophile Peptisat, 
das durch Elektrolyte nicht koagulierbar ist, durch Eiweibionen, 
die nur in recht geringer Menge in den Lésungen vorhanden sind, 
geflockt werden soll. Fiir das Sol miiBte man zu dem Schlu8B kommen, 
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daB die EiweiBanionen bei hohen Konzentrationen entladend wirken 
sollen, was nach allem bisher Gesagten als ausgeschlossen gelten diirfte. 
Es verdient hier eine Beobachtung Erwahnung, die vielleicht fiir eine 
Deutung der Verhaltnisse von Bedeutung sein kénnte. Die Peptisations- 
versuche mit EiweiBstoffen zeigen stets bei den Konzentrationsgebieten 
Eiweib, wo Peptisationsriickgang auftrat, eine betrachtliche Flockung 
des EiweiBes. Es scheinen hier also recht komplizierte Verhaltnisse 
vorzuliegen, deren wesentliche Wirkung in einer teilweisen Dena- 
turierung beruht (10). Diese offenbar recht schwierigen Vorgiange 
eingehender zu erértern, gehért nicht in den Rahmen dieser Arbeit, 
und es soll daher die Frage nach dem Wesen der oben erwahnten 
zweiten Sensibilisierungszone zunaichst unbeantwortet bleiben. Doch 
méchten wir als Grund fiir diese Erscheinung Denaturierungsvorginge 
nach Art der bei den Peptisationsversuchen auftretenden annehmen. 

is gestattet die hier vorgetragene Auffassung also eine nahezu 
volistandige Deutung der Verhiltnisse nicht nur fiir verschiedene 
EiweiBstoffe, sondern auch fiir verschieden gealterte und verschieden 
disperse Sole. Endlich soll noch erwahnt werden, daB auch im Gebiet 
der Schutzwirkung eine ausgeprigte Zeitabhingigkeit der Ko. W. 
festzustellen ist. Es kénnte nach den Darlegungen des ersten Teiles 
scheinen, als ob ein solcher ZeiteinfluB bei Reaktionen, die sich direkt 
an der Micelle abspielen, auBerordentlich gering sein miiBten. Der 
Widerspruch ist allerdings nur ein scheinbarer. Die Peptisation grober 
Bodenkérper ist bekanntlich in ausgepragter Weise zeitabhangig. 
Die Zeitabhangigkeit diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB der 
peptisierende Stoff die Teilchenaggregate zunichst umbhiillt und sie 
allmahlich mehr oder weniger weitgehend zerteilt. Dasselbe wird 
auch bei einem Sol als ,,Bodenkérper“ eintreten. Aus diesem Grunde 
ist eine Erhéhung der Stabilitaét der Gemische durch Teilchen- 
verkleinerung ohne weiteres wahrscheinlich und von uns bereits in 
der ersten Mitteilung eingehender erértert worden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird auf Grund allgemeiner Betrachtungen iiber die 
Stabilitatsfaktoren von Grahamschen Eisenoxydsolen die Sensibili- 
sierung solcher Sole durch EiweiBstoffe gedeutet, als eine Bindung 
der fiir die Stabilitat wesentlichen Ionen im Dispersionsmittel durch 
das KiweiB. Diese Auffassung kénnte gestiitzt werden durch die folgen- 
den experimentellen Befunde. 

a) Es konnte bei Eieralbumin, Hamoglobin und (weniger aus- 
gesprochen) bei Paraglobulin ein Parallelismus festgestellt werden 
zwischen der GréBe ihrer sensibilisierenden Wirkung auf das Sol und 
der Starke ihrer Fahigkeit, Fe -Ionen zu binden. 
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b) Ein Eieralbumin, das von vornherein mit Fe weitgehend 
gesittigt war, zeigte —- einem Sol zugesetzt eine betrachtliche Ver- 
ringerung der sensibilisierenden Fahigkeit infolge verringerter Aufnahme 
von Fe’ -Ionen aus dem Dispersionsmittel. 

c) Sensibilisierte Gemische von Eiweib-Eisenoxydsol zeigen eine 
charakteristische Zeitabhangigkeit ihrer Koagulationswerte in dem 
Sinne einer allmahlichen Stabilisierung, wie sie zu erwarten ist, wenn 
das Gleichgewicht der fiir die Stabilitat wesentlichen Ionen zwischen 
Micelloberflache und Dispersionsmittel durch Bindung von Ionen 
in der wiasserigen Phase gestért wird. 

d) Im Gebiet der Sensibilisierung zeigen die So!-EiweiBgemische 
eine Erniedrigung des £-Potentials, die mit der Erniedrigung der 
Stabilitat symbat geht. 

e) Die Anderung der Koagulationswerte mit steigender Verdiinnung 
der EiweifB-Solgemische ist in Ubereinstimmung mit dem theoretisch 
zu erwartenden Effekt. 

f) Das verschiedenartige Verhalten von Solen verschiedenen 
Alters und Dispersitétsgrades wird vom Standpunkt der neuen Vor- 
stellung iiber die Sensibilisierung diskutiert und gedeutet. 

2. Die Schutzwirkung im Gebiet héherer EiweiSkonzentrationen 
wird in Ubereinstimmung mit der bestehenden Auffassung betrachtet 
als eine Umhiillung der Solmicellen durch das EiweiB. Sie wird in 
Zusammenhang gebracht mit den Peptisationserscheinungen an groben 
Suspensionen. Die GréBe der Schutzwirkung verschiedener Eiweil- 
stoffe und ihre Fahigkeit, grobes Fe,O, zu peptisieren, gehen symbat. 

3. Die zeitliche Anderung der Koagulationswerte geschiitzter 
Sole wird gedeutet als eine weitere Peptisation der Micelle durch das 
umhillende EiweiB in Analogie zu der bei Peptisationsversuchen 
an groben Suspensionen beobachteten zeitlichen Anderung der pepti- 
sierten Menge. 

4. Der Riickgang der Peptisation von Fe,O, nach Erreichen 
eines Maximums mit steigenden Eiweifkonzentrationen kann kaum 
als eine einfache Entladung der peptisierten Teilchen durch weiteren 
EiweiBzusatz gedeutet werden. Die Peptisationsversuche zeigen in 
den fraglichen Konzentrationsgebieten eine starke Denaturierung 
des EiweiBes, so daB man annehmen kann, daf derartige Denaturierungs- 
vorginge fiir den Riickgang der Peptisation im Gebiet héherer Eiweib- 
konzentrationen verantwortlich zu machen sind. 

5. In Analogie zu der erwahnten Abnahme der Peptisation konnte 
auch bei Sol-Hamoglobingemischen ein Riickgang der Schutzwirkung, 
sogar eine erneute Sensibilisierung festgestellt werden. Wir méchten 
als Grund hierfiir vielleicht ahnliche Einfliisse geltend machen, wie 
sie fiir die Peptisationsvorginge erwaihnt wurden. 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber itherlésliche Siuren im Blut. 


Angabe einer Methode 
zur Bestimmung der Milchsiure in 1,5 cem Blut. 


Eine kritische Untersuchung der verschiedenen 
Fillungsmethoden. 


Von 
Sgren L. Orskoy. 


(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat 


Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1927 habe ich am medizinisch-chemischen Institut 
zu Lund eine Methode zur Bestimmung von 4therléslichen Sauren 
im Blute ausgearbeitet. Inzwischen habe ich meine Arbeit auf diesem 
Gebiet im medizinisch-physiologischen Institut der Universitit Kopen- 
hagen fortgesetzt. Als Grundlage der Methode dient Widmarks Schaukel- 
extraktionsmethode. Beziiglich der Einzelheiten der Methode, Gestalt 
der Extraktionsréhre usw. sei auf diese Zeitschrift 201, 15 und 22 ver- 
wiesen. 

Das Prinzip von Widmarks Extraktionsmethode besteht darin, dab 
die zu extrahierende Fliissigkeit und die Fliissigkeit, die das Extrahierte 
aufnehmen soll, sich in zwei Behaltern .(dem Dimittenten bzw. dem 
Rezipienten) befindet, die miteinander durch ein Rohr in Verbindung 
stehen, durch welches das Extraktionsmittel unter Zuhilfenahme einer 
gleichmaBig schaukelnden Bewegung hin und zuriick strémt; die lés- 
lichen Stoffe werden quantitativ aus der Dimittenzlésung extrahiert 
und von der Rezipientenlésung quantitativ gebunden. 

Um die Methode zuverlassig zu machen, sind einige Verbesserungen 
vorgenommen worden. 


Entfernung der Siuren des Athers. 


Selbst der reinste Ather enthalt Siuren, die unvermeidlich einen 
Blindfehler verursachen, welcher fiir jede Atherprobe kontrolliert 
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werden muB und der die Genauigkeit der Versuchsergebnisse _ be- 
eintrachtigt. 

Durch Stehenlassen des Athers mit im Vakuum auf dem Wasserbad 
eingetrocknetem Ba (OH), wird der Fehler so weit beseitigt, daB er 
beim Titrieren fast nicht nachweisbar ist. 

Ein Kontrollversuch ergab bei Bestimmung der Siauremenge 
in 6ccm Ather durch Extraktion in den Réhren und nachfolgende 
Titration als Mittelwert von vier Bestimmungen eine '/,,cmm n/20 
NaOH entsprechende Menge. 


Die Léslichkeit unorganischer Siuren in Ather. 


In meiner vorhergehenden Arbeit wurde angegeben, daf es mir 
nicht méglich gewesen sei, den Ubertritt der Schwefelsdiure aus dem 
Dimittenten in den Rezipienten nachzuweisen. 

In einem Versuch, bei dem im Dimittenten 0,7 cem 0,1, 0,2, 0,4 und 
0,8n H,SO, vorhanden waren und die im Rezipienten aufgefangene 
Schwefelséure durch Titration in gewéhnlicher Weise bestimmt wurde 
(und zwar als Mittelwert von drei Titrationen), waren 

01 02 0,4 0,8nH,SO, 
0.5 1,02 1,83 2,46cmm n/20 H,SO, 
iibergegangen. 

Die Léslichkeit von HCl in Ather ist etwas gréBer. Bei Fallung 
mit NaCl und H,SO, (wodurch die Fillung mehr feinflockig wird) 
ergab sich deshalb ein gréBerer Blindfehler, als zulassig ist. Als Fallungs- 
lésung ziehe ich jetzt eine 16°. ige Wa,SO,-Lésung vor (16 g wasser- 
freies Na,SQ, in einem 100-ccm-Kolben, welcher mit 0,2n H,SO, 
aufgefillt wird). Die dem NaCl des Blutes entstammende Salzsaure 
wird hiernach derart geringfiigig, daB sie keine Rolle spielt. 

Orthophosphorsdure ist, wenn in 1°,iger Lésung vorhanden, in 
Ather merkbar léslich. Bei Verwendung einer 0,1°.,igen Lésung ist 
ein Ubertritt in den Rezipienten dagegen nicht nachweisbar. 

Bei den Kontrollproben wurde die Fallungslésung selbst (0,2 n 
H,SO, und 10%, NaCl) im Dimittenten verwendet. 

Dies ergibt indessen einen zu hohen Blindfehler, indem die Wasser- 
stoffionkonzentration im gefallten Blute (teils kolorimetrisch, teils 
durch Titration des Filtrats bestimmt) n/40 bis n/70 H,SQ, als 
Kontrollésung entspricht. 

Die iibergehende Schwefelsiure (Mittelwert von drei Titrationen) 
betrigt 


mit n/40H,SO,. . sis coe ava = Qlzomm ae wer 
fiirn/40 H,SO, mit 6°, Na,SO, . . . 0,25emm n/20 NaOH 


Zum Vergleich sei angefiihrt, daB, falls die Konzentration der 
atherléslichen Sauren einer Blutprobe 2 millinormal ist (also sehr 
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gering), und die Probe 0,133 cem Blut entspricht, fiir die Neutralisation 
dieser Menge 4,6cmm n/20 NaOH beansprucht werden, was besagt, 
daB der von H,SO, und Ather stammende Blindfehler ungefahr 5°, 
ausmacht. Hier sei erwihnt, daB die Léslichkeit von H,SO, durch 
Versetzen des Athers mit Benzin herabgesetzt werden kann, ohne daB 
z. B. die Léslichkeit der Milchsiure eine besondere Herabsetzung 
erfahrt. Da indessen der Blindfehler bereits auf anderem Wege so weit 
herabgedriickt wird, ist hiervon keine Verwendung gemacht worden. 


Genauigkeit der Titration. 


Durch Einschmelzen eines Platinrohres sehr feinen Kalibers 
(Kaniile Nr. 20) in die Glasspitze der Mikrobiiretten ist es gelungen, 
die Titrationsgenauigkeit etwas zu erhéhen, indem an diesem Rohre 
nur sehr wenig Titrationsfliissigkeit haftet. Die Abweichungen von 
dem Mittelwert einer Kontrollreihe in Kubikmillimeter ausgedriickt 
(Schaukeln von 0,8ccm n/40 H,SO, mit 6°, Na,SO,), zeigt die 
Genauigkeit 0,00 —- + 0,19 + 0,25 + 0,06 + 0,06 — 0,06 + 0,06 
— 0,00. 


Sonstige Fehlerquellen. 


Wie sich herausgestellt hat, bestehen drei Momente, die 
dazu beitragen, daB die Bestimmung der Atherléslichen organischen 
Sauren im Blute einen zu hohen Wert ergibt: 

1. Atherlésliche Ampholyte, die Saure mit sich fiihren. 

2. Stoffe im Blut, die die Léslichkeit von H,SO, in Ather erhéhen. 

3. Der Ubergang von NaOH in den Ather. 

Von diesen Momenten hat wahrscheinlich nur das erste Bedeutung. 

Wie bereits erwahnt, tritt wihrend der Extraktion etwas Farbstoff 
in den Rezipienten iiber. Es handelt sich sicher um Hamatin, welches 
teils Saure durch den Ather mit sich fiihrt, teils NaOH zu binden 
vermag. 

Zur Kontrollierung der iibergetretenen Farbstoffmenge wird 
hamolysiertes Blut mit Na,SO, und H,SO, gefallt und ein Teil direkt 
geschaukelt, wahrend ein weiterer Teil nach erfolgtem Zentrifugieren 
und Filtrieren geschaukelt wird. 


Ein Versuch ergab 





Extraktionszeit Blut bits ulast, gefallt, Blut himolysiert, gefallt 
litrier 


4 Stunden 3,44 millinormal .71 millinormal 


3 
8 Ss —_ 4.45 » 
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Ein anderer Versuch ergab: 





Blut nicht hdmolysiert, Blut himolysiert, gefillt Blut hamolysiert, gefiallt, 
gefallt | : filtriert 
2.3 millinormal 1,86 millinormal 1,80 millinormal 


Wie sich herausstellt, vermag das ausgefillte Protein in den Er- 
gebnissen ziemlich groBe Schwankungen herbeizufiihren. Bei Ver- 
wendung des Filtrats treten nur ganz geringfiigige Hamatinmengen 
iiber, und die Extraktion der atherléslichen Sauren ist nach Verlauf 
von 4 Stunden vollzogen. 


Ein weiterer Versuch ergab: 


nach 4Stunden ... . . 2,93 millinormal 
es aie in woe = eee ra 


Dies hat mich dazu veranlaBt, ausschlieBlich mit dem Filtrat zu 
arbeiten. 

Der obige Versuch zeigt deutlich, daB die Léslichkeit von H,SO, 
im Ather keine Zunahme erfahren hat; solches ware z. B. bei Lecithin 
denkbar. 

Wenn man in den Dimittenten z. B. 0,8 ccm 0,1 °, iger Lecithin- 
aufschliammung in n/40 H, SO, einbringt und 1, 2, 3, 4 Stunden 
schaukelt, zeigt sich, daB in jeder Stunde eine gleich deutlich titrierbare 
Menge H,SO, wtbergetreten ist. 

DaB Lecithin oder andere Stoffe mit ahnlicher Wirkung keine 

‘ Rolle spielen, ergibt sich auch durch Schaukeln eines mit ungleichen 
Sauremengen versetzten Filtrats. 





Das Filtrat ist 


0,025 n HySO, 0.2n H,SO, 04n H,S0, 


Extraktion in 4 Stunden. Saure- 
menge im Blut millinormal . 5.5 





67 5,76 


or 


Trotzdem die Siuremenge das 16fache ausmacht, wurde nur um 
0,25 millinormal mehr vorgefunden. 

Auch wenn Ather, welcher fiir Extraktion von Blutfiltrat Be- 
nutzung gefunden hat, fiir Blindfehlerbestimmungen verwendet wird, 
begegnet uns keine Anderung der Qualitat des Athers. Indessen laBt 
sich die tibergetretene H,SO,-Menge auch schaitzungsweise bestimmen. 

In einer Reihe von Reagenzglasern im Durchmesser von ungefahr 
12 mm wird angesetzt: 


1/ 1/ 1/ 1 1 ’ 
/100» */ 200» */400> */s00 --- */s000% H,SO,. 
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Alsdann erfolgt Zusatz von ein wenig verdiinntem HCl und BaC\,. 
Noch bei n/8000 erkennbare Triibung. 

Das Fallungsfiltrat wird in 20 Extraktionsréhren geschaukelt. 
Die NaOH-Lésung im Rezipienten wird in einem ahnlichen Reagenzglas 
gesammelt und eingedampft, wonach so viel HCl und BaCl, zugesetzt 
wird, daB die ganze Mischung 1 ccm ausmacht. Die Triibung entspricht 
n/4000 H,SO,. Das extrahierte Filtrat entspricht 2,7 ccm Blut. 

Der Saurefehler wird alsdann 0,1 millinormal, was den beim Titrieren 
bestimmten Fehlern entspricht. 


Extraktionsdauer. 


In meiner ersten Arbeit wurde die Extraktionsdauer fiir Benzoe- 
siure bestimmt. Fiir Milchsaure ist die Extraktionsdauer jedoch linger. 

0,5cem einer 5,32 millinormalen Milchséurelésung (durch Acetalde- 
hydbestimmung ermittelt) wird mit verschiedener Extraktionsdauer 
extrahiert. 





Extraktionsdauer in Stunden: 1 2 3 4 


©, der im Dimittenten ab- 


gesetzten Milchsaure . 90,7 99,0 99,5 


~I 
or 
bo 


Seitdem nehme ich zum Extrahieren 0,8 ccm, wobei die Extrak- 
tionsdauer auf 8 Stunden verlangert werden muBte. 

Die Bestimmung von Sdurefehlern erfolgte alsdann fiir eine ent- 
sprechende Zeit. : 


Wieviel Milchsiure wird in den gefillten Proteinen gebunden? 


Bei allen Fallungen von Blut wird Milchsiure gebunden. Ich 
werde spaiterhin in dieser Arbeit andere Fallungsmethoden erwahnen. 
Was Na,SO,-H,SO,-Fallung betrifft, so ist dieselbe dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie nicht volistandig ist. Nur das Hamoglobin wird fast 
ganz ausgefallt. Médglicherweise ist es diesem Umstand zu verdanken, 
daB bei dieser Methode weniger Milchséiure als bei den iibrigen ge- 
bunden wird. 

Erst nachdem die Extraktion eine Weile gedauert hat, fallt der 
Ather den letzten Riickstand von Eiweif aus. 

Eine Untersuchung dariiber, ob Milchséure gebunden wird, laBt 
sich am einfachsten in der Weise vornehmen, daB Blut, in welchem 
die Menge von atherléslichen Sauren gleichzeitig bestimmt wird, mit 
bekannten Mengen Milchsaure versetzt wird, wonach untersucht wird, 
wieviel nach der Fillung aus dem Filtrate gewonnen werden kann. 
Die Milchséuremenge des Blutes ist durchschnittlich um 5 millinormal 
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vergréBert, und in 7 Versuchen wurden von dem Zusatz 97, 98, 98,8, 95, 
102, 98, 96, d. h. durchschnittlich 97,6°,, wiedergefunden. 


Genauigkeit der Methode. 

Hier sei bemerkt, daB samtliche Werte durch dreifache Be- 
stimmungen ermittelt wurden, bis auf wenige Ausnahmen, wo man 
sich mit Doppelbestimmung begniigt hat. Doppelbestimmungen ge- 
niigen tatsichlich, ich ziehe aber trotzdem dreifache Bestimmungen 
vor. Der Mittelfehler liegt bei Einzelbestimmung bei +- 3 bis 4°%. 


Brauchbarkeit der Methode. 


Falls im Blut keine nennenswerten Mengen anderer organischer, 
atherléslicher Sauren vorhanden waren als Milchséure, ware die Me- 
thode fiir die Bestimmung der letzteren brauchbar gewesen. Solche 
Mengen anderer Saéuren sind indessen vorhanden. Ich habe namlich 
die anderen Sauren in einer Millinormalitét von 0,8 bis 2,1 gefunden. 
Diese Menge kann von den bis jetzt gefundenen atherléslichen Saéuren 
im Blute bei weitem nicht gedeckt werden. Essigsiure 0,15 milli- 
normal, Ameisensiure bis 1,0 millinormal. In einer nachstens er- 
scheinenden Arbeit wird die Menge der atherléslichen Saéuren und der 
Milchsaure unter verschiedenen physiologischen Verhaltnissen zum 
Gegenstand einer naheren Untersuchung gemacht werden. 

SchlieBlich sei hier die Methodik einer Bestimmung kurz beschrieben: 


0,7 cem Blut, das fiir drei Proben geniigt, wird in Pipetten abgemessen 
und in die dreifache Menge Wasser entleert, wonach die Pipette durch 
wiederholtes Aufsaugen des himolysierten Blutes gereinigt wird. Unter 
Umschiitteln wird alsdann 1,4 cem einer 16°) Na,SO, enthaltenden 0,2 n 
H,S0O,-Lésung beigemischt. Die Mischung bleibt 2 Stunden stehen, 
wird danach zentrifugiert und durch reinen, am Boden eines kleinen 
Trichters festgepreBten Asbest filtriert, dann wird in den Dimittenten 
0,8cem des Filtrats gebracht, eine Menge, die 0,133 cem Blut entspricht. 
Die Réhren sind vorher mit einer Feder, destilliertem Wasser, Alkohol 
und Ather gereinigt, und mittels der Mikrobiirette sind in den Rezipienten 
189emm n/20 NaOH eingefiillt worden. Alsdann werden in das Rohr 
5,8ccm Ather gebracht [der Ather steht seit 24 Stunden in einem weiten 
Kolben tiber einer reichlichen Menge im Vakuum eingetrocknetem 
Ba(OH),]. Die Schaukelextraktion beansprucht 8 Stunden. Ather und 
Filtrat werden alsdann mittels Wassersauger aufgesaugt. In den Rezi- 
pienten wird 1 Tropfen verdiinnter Bromthymolblaulésung (halb so stark 
wie die iiblich verwendete) eingebracht und danach mittels der Mikro- 
biirette 216cmm n/20 HCL. 

Durch die Lésung im Rezipienten wird kohlenséurefreie Luft 5 Minuten 
lang durchgeblasen, wobei der Rezipient lauwarm gehalten wird, und 
zwar wird er in ungefaéhr 45° warmes Wasser eingetaucht. Alsdann wird 
mit n/20 NaOH bis auf eine bestimmte Blaufaérbung zuriicktitriert. Fiir 
jede Versuchsreihe werden 3 Kontrollversuche angestellt, bei welchen der 
Dimittent 0,8cem einer aus 6% Na,SO, und n/40 H,SO, bestehenden 
Lésung enthialt. 
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Methode zur Milchsiurebestimmung. 


Auf Grund der gewonnenen Erfahrungen habe ich eine ein- 
fache Methode zum Nachweis von Milchsaure im Blut ausgearbeitet, 
jedoch mit der MaBgabe, daB ich bis zur Umwandlung der Milchsiure 
in Acetaldehyd im wesentlichen das von EL. Lehnartz (1) angegebene 
Verfahren befolgt habe. Fiir die Schaukelextraktion wird ad mod. 
Widmark ein neues Modell benutzt, das aus der Abbildung ersichtlich ist. 





Abb. 1. 


Die Lange der Réhre betrigt 16cm und ihr Durchmesser 2,3 em. 
Im Dimittenten wird das saure Blutfiltrat, im Rezipienten die NaOQH- 
Lésung abgemessen. Die Roéhren werden mit Korkstopfen verschlossen. 

Dieses Modell bietet den Vorzug, billig und stabil zu sein, und ist 
leicht zu reinigen; man kann damit 30mal pro Minute schaukeln. 

tine Unannehmlichkeit desselben mu8 aber andererseits betont 
werden, namlich daB man, um eine vollstandige Extraktion zu erreichen, 
2 Tage schaukeln muB. (Die Réhren werden mit der Hand gebogen 
und sind deshalb nicht ganz regelmaBig; einige der Réhren extrahieren 
mit bedeutend gréBerer Geschwindigkeit.) Eine eirzelne Analyse be- 
ansprucht 1,5 ccm Blut, welches in NaF (ungefahr 5 mg) aufgefangen 
wird — nicht zu viel, da NaF leicht in Ather iibertritt. Nach Hamo- 
lysierung in dem dreifachen Volumen Wasser (etwa 5 Minuten) werden 
zwei Volumina einer Na,SO,-H,S9,-Lésung tropfenweise unter Um- 
schiitteln zugefiigt. Nach erfolgtem Zentrifugieren und Filtrieren 
werden in den Dimittenten 5ccm Filtrat — 0,83.ccm Blut ent- 
sprechend — gebracht und in den Rezipienten 5cem n/10 NaOH. 
Alsdann wird mit Ather iiberschichtet, welcher in oben erwahnter 
Weise gereinigt ist, bis der Ather in Dimittent und Rezipient zu- 
sammenflieBt. 

Wahrend des Schaukelns werden nunmehr 3 bis 5 ccm Ather hin 
und zuriick laufen, und Blutfiltrat und NaOH-Lésung wird lebhaft 
hin und zuriick flieBen. Der Schaukelapparat ist durch einen Kasten 
gegen das Licht geschiitzt. 


Nach vollzogener Extraktion nach 2 Tagen werden Ather und 
Blutfiltrat abgesaugt und die NaOQH-Lésung in den Destillations- 
kolben iibergefiihrt, indem der Dimittent mit einigen Kubikzenti- 
metern Wasser zweimal nachgespiilt wird. 
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Die NaOH-Lésung im Kolben wird durch Luftdurchblasen zur 
Trockne verdampft; man blast dann noch weitere 5 Minuten Luft 
hindurch, um den Ather vollstandig fortzuschaffen, wonach Zusatz 
von H,SO,, MnSO, usw. erfolgt. 


Eine den Angaben von Lehnartz (1) (gréBter Fehler + 2,7°,) ent- 
sprechende Genauigkeit habe ich bei Milchséuremengen unter 0,2 mg 
nicht erreichen kénnen; ich rechne aber wie er mit einem Ertrag von 100%. 

Ferner sei erwaihnt, daf8 meine Reagenzien (wahrscheinlich die 
Schwefelsiure) einen 0,06 ccm einer n/200 J-Lésung entsprechenden 
Blindfehler ergeben haben, welcher durch den Ather noch etwas 
vergroBert wird. Jede Analysenserie wird deshalb als Kontrolle von 
zwei Blindanalysen begleitet, bei welchen der Dimittent n/40 H,SO, 
und 16°, Na,SO,-Lésung enthalt, und die in gleicher Weise wie die 
iibrigen Analysen behandelt werden. 


Die nachstehenden Ziffern driicken die Menge einer bei einer 
Blindanalysenreihe benutzten n/200 J-Lésung in Kubikzentimetern aus. 


0,08 0,07 0,08 0,08 0,09 
0,07 0,08 0,08 0,09 0,11 


Mittelwert 0,083 cem n/200 J. 


Wenn das extrahierte Filtrat 0,83 cem Blut entspricht und hierin 
1,2 Millimol Milchséure enthalten ist, stellt der Blindfehler 20 °,, der 
Milchséure dar, wovon indessen nur ein Viertel dem Ather zu ver- 
danken ist. 


Von den Vorziigen der Methode sei genannt: Bei Na,SO,- 
H,SO,-Fallungen wird weniger Milchsdure als bei anderen Fallungen 
gebunden. Wiederholte Abmessungen bleiben erspart (der Zucker soll 
nicht entfernt werden), weshalb weniger Glasgerat bendétigt wird. 


Die Methode ist, von der lange Zeit beanspruchenden Extraktion 
abgesehen, weniger zeitraubend als z. B. die Quecksilberfallung. 


In gleicher Weise wie bei der Mikrotitrationsmethode sind hier 
hinsichtlich der im Rezipienten wieder auffindbaren Menge mit zu- 
gesetztem Zn-Lactat Untersuchungen angestellt worden. In 7 Versuchen 
wurden aus dem Zusatz 97, 94,3, 98, 93, 93, 94, 100°, durch- 
schnittlich 95,9°,, vorgefunden, d.h. etwas weniger als bei der Mikro- 
titration, was auf eine weniger vollstandige Extraktion zuriickzufiihren 
sein diirfte. 


Die Wolframfillung. 


Die von Clausen (2) empfohlene Wolframfallung ist diejenige Methode, 
welcher ich mich hauptséchlich gewidmet habe; dieselbe mu indessen 
leider fiir Milchséiurebestimmung als nicht besonders geeignet bezeichnet 
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werden. Clausen will in 2 Versuchen 93,5 bzw. 99 °, des Milchséurezusatzes 
gefunden haben, Jerwell (3) findet in 10 Versuchen 93 bis 99%. Wie 
indessen aus der Uberschrift seiner Tabelle VII (S.19) ersichtlich, ist 
der Zusatz von Milchséure zum Blut nach Fallung der Proteine erfolgt, 
was ohne Zweifel keinen Malistab fiir die Bindung abgibt. 


Meine eigenen Versuche weisen eine bedeutend gréBere Bindung 
von Milchséure auf. 


Das Verfahren war dasselbe wie fiir die Na,SO,-H,SO,-Fillung: 


Nach Hamolysierung und Defibrinierung im dreifachen Volumen 
Wasser wird das Blut in Portionen von z. B. je 8ccm geteilt; der 
einen Portion wird eine dem Volumen des Blutes, 2 cem, entsprechende 
Menge, ungefaihr 5 Millimol Milchséiure beigemischt. Die Proben 
werden auf 16 ccm verdiinnt und alsdann wie vorgeschrieben gefillt. 
Das Filtrat war eiweiBfrei und von vorgeschriebener Aziditit. 


Von der beigemischten Milchsiure wurden in 5 Versuchen 78, 83, 
86, 76, 91, d.h. durchschnittlich 83°, vorgefunden. 


Ein weiterer Ubelstand der Methode ist der Umstand, daB dem 
Blut selbst entstammende bakterielle oder wohl eher enzymatische 
Vorginge bei dem py fortzudauern vermégen, bei welchem die Fiallung 
stattfindet. Dies ist aus nachstehendem Versuch ersichtlich: 


Eine Blutprobe wurde mit Wolframsaure gefallt und eine Portion 
im Ejisschrank, eine andere im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. 
Nach Verlauf von 1!., Stunden wurden beide Proben weiter behandelt, 
wonach sich herausstellte, daB der Milchsiiuregehalt der im Thermo- 
staten aufbewahrten Portion um 83°, gréBer war als der Milchsaure- 
gehalt der im Eisschrank aufbewahrten Portion. 


Der wesentlichste Ubelstand dieser Methode diirfte allerdings der- 
jenige sein, daB sie einen Blindfehler von 0,32 bis 0,63 Millimol gibt, 
welcher Stoffen, die nicht gefaillt werden (Oxyproteinsauren ’) oder 
aber etwaigen durch die Fallung entstehenden Stoffen zu verdanken ist. 

Dies ist in der Weise nachgewiesen worden, da} man, gleichzeitig 
mit dem iiblichen Bestimmungsverfahren, die Milchséiure des an- 
gesauerten Wolframfiltrats durch Schaukeln in den im vorstehenden 
erwahnten Extraktionsréhren bestimmte. 

In 4 Versuchen ergab sich in Millimol ausgedriickt folgende 
Differenz : 


0,63, 0,43, 0,53, 0,32, d.h. durchschnittlich 0,48 Millimol. 


DaB Friedemann und Kendall (4), die zur Oxydation MnO, be- 


nutzen, etwas niedrigere Werte finden, diirfte dem Umstand zuzuschreiben 
sein, daB sie dadurch eben diesen Blindfehler teilweise vermeiden. 


27* 
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Metaphosphorsiurefillung. 


Die von Mendel und Goldscheider (5) empfohlene Metaphosphor- 
siurefillung habe ich nicht besonders studiert. Nach Angabe der 
beiden Autoren soll durchschnittlich ein Verlust von 3 bis héchstens 
5°, der beigemischten Milchsaure eintreten. 


Ich meinerseits finde in 3 Versuchen 
80, 87, 90, durchschnittlich 86°, 
der zugefiigten Milchséure wieder vor. 


Wieweit ebenfalls die Metaphosphorsaurefallung einen Blindfehler 
gibt, la8t sich nicht durch Atherextraktion untersuchen, weil namlich 
die Metaphosphorsaéure durch Bildung von Stoffen, die in Aldehyd 
umgewandelt werden, den Ather verindert. Aus einem Vergleich 
der Ziffern der Tabelle II, in welcher die mit gleicher Nummer be- 
zeichneten Fillungen denselben Blutproben entstammen, wird sich 
indessen herausstellen, daB die ermittelten Werte sich den fiir die 
Wolframfallung ermittelten nahern, weshalb das Vorhandensein eines 
Blindfehlers ebenfalls bei Metaphosphorsaurefillung angenommen 
werden darf. 

Hg-Fillung. 


Die Ergebnisse der Hg-Fallung kommen denjenigen der Na,SO,- 
H,SO,-Fallung am niachsten. In 3 Versuchen finde ich 87, 99 und 
92”.., d. h. durchschnittlich 92,7 °,,. Wie aus der Tabelle I ersichtlich, 
bestehen zwischen den nach der iiblichen Methode und den durch Ather- 
extraktion gefundenen Werten Reine nennenswerten Abweichungen. 
Die die entsprechenden Nummern tragenden Versuche der Tabelle I 
und IT kénnen direkt verglichen werden, da die betreffenden Proben 
unmittelbar nacheinander einem Hundeohr entnommen wurden. Wie 
ersichtlich, nahern sich die Werte der Na,SO,-H,S0O,- und Hg-Fallung 
einander ziemlich stark. 


Die Hg-Fallung bietet eben wie die Na, 8 O,-Fallung den Vorzug, dal 
die Proben mehrere Tage stehen bleiben kénnen, bevor sie zur Be- 
arbeitung gelangen. Doppelbestimmungen wurden iiberall vor- 
genommen. 


Die beiden Tabellen [ und IT enthalten die Ergebnisse von mit den 
vier Fallungsmitteln, teils nach der iiblichen Methode, teils durch 
Atherextraktion des Fiallungsfiltrats vorgenommenen  Milchsaure- 
bestimmungen. Bei Na,SO,-H,S0O,-Fallung ist Atherextraktion stets 
erforderlich, da die EiweiBstoffe nicht vollstandig ausgefallt werden. 
Das Metaphosphorsaurefiltrat gestattet keine Atherextraktion, da die 
Metaphosphorsaure den Ather verindert. 
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Atherlésliche Sauren im Blut. 


Tabelle I. 
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Gefundener 


at , Blutprobe Milchs&ure- Milchsiéure- 
Fallungsmittel gehalt zusatz 
‘ des Blutes 
Nr. ¥ 


Bestimmung nach Lehnartz. 


Aus dem 
Milchsdure- 
zusatz 
wieder 
vorgefunden 


In 
Prozenten 





1 1,48 
Na,SO- | 2 1,89 4,37 
H,S0,-Lésung | 3 1,90 4,15 
a 2,22 4,15 

1 1,03 
Wolframsaure- | 2 1,85 4,37 
fallung | 3 1,95 4,15 
4 2,14 4,15 


Die Blutproben Nr. 1, 2 und 3 entstammen 
einem Menschen. 
lysierung und Defibrinierung des Blutes. 





: 1 1,50 
Heh « - a 2 1,90 4,37 4,03 92 
eu | 3 2,04 4,15 3,63 87 
: 6 2,81 4,15 4,09 99 
| Atherextraktion nach Entfernung des Quecksilbers mittels H,S. 
1 1,65 
i He Cl 2 1,90 4,37 4,00 92 
wig. | 3 2,10 4,15 3,52 85 
i 6 2,98 4,15 3,88 94 
. Die Milchséuremenge ist in Millimol ausgedriickt. 
Blutprobe 1, 2 und 3 von einem Hund. Probe 6 von einem Menschen. 
: Das Blut in NaF aufgefangen. 
' Tabelle II. 
: 
| Gefundener Aus dem 
} bs . Blutprobe Milchs&ure- Milchsiure- Milchsiure- In 
‘ Fallungsmittel gehalt zusatz zusatz Prozenten 
t . des Blutes wieder 
Nr. vorgefunden 
Entfernung des Zuckers nach v. Slyke. 
1 1,66 
Wolframsaure- 2 2,28 4,37 3,32 74 
fallung 3 2,48 4,15 é 83 
4 2,46 4,15 2 77 
1 1,67 
; Metaphosphor- | 2 2,02 4,37 3,93 90 
siurefallung | 3 2,44 4,15 3,36 81 
4 2,32 4,15 3,33 80 


Fallungsfiltrat angesiuert und mit Ather extrahiert. 


4,06 93 
8,90 94 
4.16 100 
3.90 89 
3,80 92 
3,01 73 


Die Milchséuremenge ist in Millimol ausgedriickt. 


einem Hunde, Nr. 4 


Die Fallungen erfolgten unmittelbar nach Hamo- 
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S. L. Orskov: 


SchlieBlich wurden mit derselben hamolysierten, defibrinierten 
Blutprobe eines Hundes vier Fallungen vorgenommen, um den sich 


in dieser Weise ergebenden Unterschied festzustellen. 





Fiir Wolframsiure ergab sich Fiir Metaphosphorséure ergab sich 
- ; { 2,04 | ™ { 1,96 | ‘a 
1. Fallung - ea 1:96 | 2,00 1. Fallung 1.98 | 1,97 
° —f 1,90) Lic: 
aad ” | 1.91 | 1,91 4 “ | 1,98 | 1,97 
‘ _¥ 1,85 | o ‘ | 1,90 | 
3. mS 188 | 1,87 3. 192 | 1,91 
206) oan 
4. ” : 2.08 | 2.07 


Fillung mit Hg Cl,. 


Die einem Hunde entstammende Blutprobe wird in NaF auf- 
gefangen. 





1. Fallung LD) 1,08 3. Fallung et 1,85 
Te ee (| 182) 4 on 
2, 1| tor} 1,96 ‘3 [| fez} 1.86 


Der Unterschied iibersteigt fiir keines der Fallungsmittel 0,2 Millimol. 


Eine Zusammenfassung der Versuchsergebnisse mit den vier Fal- 
lungsmitteln muB darauf hinauslaufen, daB sowohl Wolframsaure als 
Metaphosphorséure wenig geeignet sind. Die Hg-Fallung bindet 7°,,, 
die Na,SO,-H,SO,-Fallung 4°.,, und was diese beiden Fallungen be- 
trifft, darf angenommen werden, da sie nur mit einem unerheblichen 
Blindfehler behaftet sind. 


Zusammenfassung. 


1. In Fortsetzung einer friiher verédffentlichten Mitteilung iiber 
eine Mikromethode zur Bestimmung der organischen atherléslichen 
Sauren im Blut wird hier eine Reihe von Kontrollversuchen tiber diese 
Methode sowie einige Verbesserungen derselben mitgeteilt. 

2. Es wird ein neues Modell von Widmarks Extraktionsréhren 
angegeben. 

3. Es wird eine Methode angegeben zur Milchséiurebestimmung 
in 1,5ccm Blut mittels Atherextraktion nach Widmark und Fallung 
mit einer Na,SO,-H,S0O,-Lésung. 

4. Die Ergebnisse der Fallung mit Wolframsaure und Metaphosphor- 
siure weisen einen ziemlich erheblichen Blindfehler sowie Verlust von 
Milchséure auf. 
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Die HgCl,- und Na,SO,-H,SO,-Fallungen geben nur unbe 


deutende Blindfehler, und von dem Milchsaéurezusatz werden 7 bzw 
4°. gebunden. 


Das kleine Modell der Extraktionsréhre ist von F’. C. Jacob, das gréBere 
von Bie und Berntsen, Kopenhagen, zu beziehen. 


Literatur. 
1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 1, 1928. — 2) Journ. of biol. Chem 
52, 263, 1922. — 3) O. Jerwell, Investigation of the concentration of lactic 
acid in blood and urine. Oslo 1928. — 4) Journ. of biol. Chem. 82, 23, 1929. 


5) Diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 











Die Haltbarkeit des Ptyalins in verschiedenen Verdiinnungen. 


Von 
Richard Ege und Eugen Oklitz. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1930.) 


Bei einer Reihe von Untersuchungen iiber die Haltbarkeit des 
Ptyalins wurde in Ubereinstimmung mit einer Reihe friiherer Verfasser 
gefunden, daB die Haltbarkeit des Ptyalins sehr bedeutend bei neutraler 
Reaktion und bei Anwesenheit von Natriumchlorid war. Bei py = 6,8 
und 0,2n Natriumchloridkonzentration, Temperatur 60,2°, betrug die 
Ptyalindestruktion im Verlauf von 2 Stunden nur 40 bis 50°., unter 
anderen Umstanden wurde jedoch bei derselben Temperatur, neutraler 
Reaktion und passender Natriumchloridkonzentration nur eine Destruk- 
tion von einem Drittel im Zeitraum von 5 Stunden gefunden. Man 
muBte in Ubereinstimmung hiermit erwarten, daB die optimale Tempe- 
ratur fiir die Wirkung des Ptyalins unter diesen Bedingungen bei 60° 
oder dariiber liegen muBte, wenn die Versuchszeit nicht iiber mehr 
als 1, 2 bis 5 Stunden ausgedehnt wiirde; mit anderen Worten besagt 
dies, da das Ptyalinoptimum bei passender Wahl der Versuchs- 
bedingungen bei ungefahr derselben Temperatur gefunden werden 
konnte wie bei der Malzdiastase. Das stimmt jedoch nicht mit 
der vorliegenden Literatur iiberein und steht auch im Gegensatz 
zu einer Reihe von direkten Versuchen iiber das Temperaturoptimum 
der Ptyalinwirkung, welche im hiesigen Laboratorium vorgenommen 
wurden. 

Die Erklarung fir diese Divergenz mu nach unserer Meinung 
als auf dem Umstand beruhend gedacht werden, daB die Haltbarkeit 
des Ptyalins von einer Reihe teilweise unbekannter oder vielleicht 
unbeachteter Faktoren sehr abhangig ist; aus diesem Grunde hielten 
wir es fir berechtigt, die Frage der Haltbarkeit des Ptyalins erneut 
zum Gegenstand von Untersuchungen zu machen. 

Die zur Umbildung einer bestimmten Stiarkemenge, wobei eine 
bestimmte Farbennuance durch Zusatz einer Jodlisung erreicht wird 


sateen 
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(Temperatur, Reaktion und Chlorionenkonzentration werden konstant 
gehalten), notwendige Zeit wird als der Ausdruck der Diastaseaktivitat 
der Probe aufgefaBt. Die angewandte Methode, die auf die gebildete 
Maltosemenge hin kontrolliert wurde, ist sehr genau und bequem. 

Die Haltbarkeit des Ptyalins ist sehr stark abhaingig von der 
Verdiinnung, in welcher das Ptyalinpriparat (Mundspeichel) an- 
gewandt wurde, trotzdem die Reaktion der Lésung und deren Chlor- 
ionenkonzentration aufrecht erhalten wird. 

Dieses Verhalten ist, soweit uns bekannt, zuerst von Ernstrém! 
beobachtet worden. 

Die untenstehenden Versuche zeigen, in wie hohem MaBe die Halt- 
barkeit von der Verdiinnung des Speichels abhangt. 

Die Versuche erwiesen, daB die Ptyalindestruktion als eine mono- 
molekulare Reaktion verliuft. Daher erfolgt die ‘Berechnung der 
Reaktionsgeschwindigkeit dx/dt, das ist die in der unendlich kleinen 


; Zeit dt umgesetzte Fermentmenge dz, da diese der vorhandenen 
. Fermentmenge a —- proportional ist, wo a die Anfangskonzentration 
. und x den Stoffmengenumsatz bedeuten, nach der Formel: 

dz a 

> ; —_—_ == —— 

' dt a—z 


Integriert man und fiihrt an Stelle des natiirlichen Logarithmus den 
dekadischen ein, so erhalt man fiir die Destruktionsgeschwindigkeits- 
konstante k: 

1 l a 
. k —_-—- « . log —_——_---  e 
t 0.4343 a—z 
Hier ist a die Anfargskonzentration, und die zur Zeit ¢ umgesetzte 
Fermentmenge ist mit x bezeichnet. Bei den Resultaten erfolgte die 
Berechnung pro Stunde. 


Temperatur 60,2°. 





Verdiinnungsgrad 





Destruktionskonstanz * Relative Haltbarkeit 

%o 
L 

(90 0,1 180) 
45 0,4 45 
23 0,7 26 
8 1 16 
| 4,5 3 6 

1,8 5 8 

| 0,45 18 i 
0,2 41 0,4 


* Myrbach, Zeitschr. f. phys. Chem. 1, 59, 1926. 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 118, 1921. 
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Bei allen Versuchen kamen Sérensens Pufferlésungen zur An- 
wendung. 


Zur Orientierung sei gesagt, daB eine Destruktionskonstanz gleich 
0,1 bedeutet, daB nach 5 Stunden 36°,, destruiert sind, also etwa ein 
Drittel. 


Die Haltbarkeit hat also bei einer 500fachen Verdiinnung eine Ab- 
nahme bis auf den 500. Teil der Anfangsstabilitat erfahren. Die Ver- 
diinnung des Speichels wurde mit Phosphat py = 6,8 und !/,, Volumen 
doppeltnormalem Chlornatrium vorgenommen. Die Natriumchlorid- 
konzentration ist nahezu dieselbe in allen Verdiinnungen, des- 
gleichen ist auch die Reaktion bei allen Proben, mit Ausnahme der 
ersten, dieselbe. 


Bei der Verdiinnung des Speichels steigt die Destruktions- 
geschwindigkeit des Ptyalins im grofen und ganzen proportional 
mit der Verdiinnung. Wahrend fiir eine Destruktion von 50°, im 
ersten Versuch 100 Minuten gebraucht werden, wurde zur Erreichung 
derselben Destruktion im letzten Versuch nur '!., Minute bendtigt. 


Die Destruktionsgeschwindigkeit in der letzten Probe ist so groB, 
daB sie nicht mit besonders groBer Genauigkeit bestimmt werden kann. 
Um zu untersuchen, ob die Ptyalinhaltbarkeit stark abnehmen wiirde, 
wenn der Speichel auBerst stark verdiinnt wird, wurden folgende 
Versuche vorgenommen. 





Konzentration 


les Speichels Destruktionskonstanz Relative Haltbarkeit 
0 
Temperatur 62°. 
25 1,4 38 
10 3 17 
2.5 10 5 
0,45 37 = 1 
0.05 85 0,6 
Temperatur 56,5°. 
0,45 2,0 = 1 
0,1 4,5 0,4 
0,05 3,3 0,5 
0,02 3.0 0,6 
0,01 3,0 0,7 


Aus diesen Versuchen, besonders aber aus dem letzten, der bei 
einer niederen Temperatur vorgenommen wurde, geht hervor, daB eine 
Verdiinnung des Speichels vom 500fachen bis auf das 10000fache 
keine VergréBerung der Konstanten zur Folge hat. 

Wenn die Enzymkonzentration durch spontane Destruktion statt 
durch Verdiinnung fallt, findet man einen ganz anderen Zusammenhang 





noes 
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zwischen Enzymkonzentration und Haltbarkeit ; wenn die Konzentration 
des aktiven Enzyms durch spontane Destruktion vermindert ist, 
findet man nur in geringerem Grade eine Einwirkung der Enzym- 
konzentration auf die Haltbarkeit des Enzyms. 


Anfangs ist ,,die Destruktionskonstanz*‘ konstant, und erst wenn 
die gréBte Menge des vorhandenen Enzyms destruiert ist, wird man 
bemerken, daB sie eine Tendenz hat, kleiner zu werden; mit anderen 
Worten: Die Destruktionsgeschwindigkeit nimmt ab, wenn die Enzym- 
konzentration fallt, also das Entgegengesetzte von dem, was bei der 
Verdiinnung durch Zusatz einer Verdiinnungslésung stattfindet, wenn 
auch nur in geringem MaBe. 


Dies ist aus folgenden Versuchen zu ersehen. 


7,5cem Speichel + 22,5ccm Phosphat, py = 6,81, + 3cem 2n NaCl. 
Temperatur 63°. 





Zeit nach Versuchsanfang 


Min. Relative Ptyalineinheiten k 

5 39,2 , 

9 315 ; 44 

weg . on 
13 22 ad 
21 13 = 
31 6.8 ; 
< y,¢ 

} 3,5 

111 0,6 20 
125 0,04 apis 


In diesem Versuch ist die SchluBkonzentration des Ptyalins nur 
ein Tausendstel der Anfangskonzentration; die Haltbarkeit hat zu- 
genommen, wenn auch nicht stark. 


Dies muB wohl dahingehend erklart werden, dab die Konzentration 
eines stabilisierenden Stoffes gegeniiber der des aktiven Ptyalins, wegen 
der spontanen Destruktion, relativ gréBer geworden ist. 


DaB der EinfluB der Verdiinnung des Speichels eben nicht in 
Verbindung zu bringen ist mit der Konzentration des aktiven Enzyms, 
geht vielleicht noch deutlicher aus folgenden Versuchen hervor. 


Die Versuche zeigen, daB die Destruktionsgeschwindigkeit einiger- 
maBen dieselbe ist in Nr. 1, 3 und 4, trotzdem die Konzentration des 
Ptyalins in den beiden letzten Versuchen 20mal geringer ist als in 
dem ersten; das Resultat ist offenbar das, daB die Verdiinnung des 
Speichels, d. h. die Konzentration eines Ptyalinstabilisators, in diesen 
drei genannten Versuchen dieselbe ist. 
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pu = 6,8 (Phosphat), Natriumchloridkonzentration 1°, Temperatur 62,2°. 





Nr. k 
1 Speichelverdinnung 1:10 ......... pT ie ine 3,2 
2 SS oe ae ee or ea ene ee ee 27 
3 Aktive Ptyalinkonzentration wie in Nr. 2, aber unter Zusatz 


von Speichel, welcher auf 100° erwarmt worden war, 

so da8 insgesamt eine enepnaaetes wie in Nr. 1 

UE sg ae gw oe ak we oe 4.6 
4 Aktive Ptyalinkonzentration + wie in Nr. 2, aber unter Zusatz 

von Speichel, in welchem das Ptyalin durch Séure de- 

struiert worden war, so da insgesamt eine Speichel- 

konzentration wie in Nr.1 hergestellt wurde .... . 2.6 


Wenn man in Ubereinstimmung mit der allgemeinen Auffassung 
davon ausgeht, daB zwischen Ptyalin (Pt) und Chlorionen (Cl) eine 
Verbindung gebildet wird und daB diese Verbindung nicht blo8 Be- 
deutung fiir die Aktivitat, sondern auch fiir die Haltbarkeit hat, derart, 
daB die Verbindung zwischen Ptyalin und Cl viel mehr stabil ist als 
das freie Ptyalin, so findet man fiir die Destruktionsgeschwindigkeits- 
konstante einen ungefahr konstanten Wert, wenn 


(Pt). (Cr) =k oder Kad = f. ° 
oi: (PtCl} = [Cl] 





Je gréBer die prozentuale freie Ptyalinmenge Pt ist, desto gréBer ist 
die Destruktionsgeschwindigkeit. Um die gleiche Reaktionsgeschwindig- 
keit zu erhalten, muB man also auch die absolute Konzentration der 
Chlorionen oder des anderen Stabilisators konstant halten. 

In den Versuchen iiber den EinfluB der Verdiinnung haben wir 
das so durchgefiihrt, daB die Konzentration der Chlorionen (und Wasser- 
stoffionen) unverandert ist. 

Um zu untersuchen, ob der Einflu8 einer Speichelverdiinnung 
auf die Destruktion des Ptyalins auf eine Konzentrationsabnahme 
eines anderen kristalloiden Stoffes als NaCl (z. B. Carbonate, Rhodanide, 
Aminosauren') zuriickzufiihren ist, wurden entsprechende Versuche 
mit dialysiertem Speichel vorgenommen. 

Die folgenden Tabellen zeigen nun einige Zusammenhange zwischen 
der Haltbarkeit des Ptyalins und der Verdiinnung verschiedener 
Speichelpraparate. 

Wie besonders durch Versuche Willstdtters und seiner Mitarbeiter 
gezeigt wurde, ist es méglich, das Enzympraparat durch Adsorption 
und nachfolgende Elution zu reinigen. Die Reinigung des Ptyalins 


1 Die Bedeutung dieser Stoffe fiir die Ptyalindestruktion wird in 
einem anderen Artikel besprochen werden. 
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wird auf diese Weise durch Adsorption mit Aluminiumoxyd und durch 
Elution mit sekundirem Phosphat vorgenommen. 


Tabelle A. 





Gewohnlicher Speichel 


Speichelkonzentration Temperatur 62° 
0 0 A Ri 
25 1,4 25 
10 8,2 11 
2,5 0 3,3 
0,5 37 0,9 
0,05 85 0,4 


Tabelle B. 





Dialysierter Speichel 


Speichelkonzentration Temperatur 62,1° 
9 k Rv u 
25 6,2 25 5,7 
10 16 10 2,3 
2,5 33 5 1,1 
0,5 (100—200) etwa 1 etwa 0,2 


Es wurde versucht, ob es auf diesem Wege méglich ist, das Ptyalin 
von dem unbekannten Stabilisator abzusondern, aber der Versuch 
fiel negativ aus, indem das auf diese Weise gereinigte Ptyalin selbst 
eine mit der Verdiinnung stark abnehmende Stabilitat hatte, gleichwie 
das ungereinigte. 

Tabelle C. 





Speichel, gereinigt durch Adsorption. 


Speichelkonzentration Temperatur 55,6° 
0 0 k Ri 
‘ * 
45 0,244 : 45 
15 0,87 13 
0,9 2.6 4 
0,09 49 2 


In den Tabellen A, B und C finden sich Versuche, die mit NaCl- 
Phosphatverdiinnung vorgenommen wurden; Rv ist die relative Halt- 
barkeit, k die Destruktionskonstante: u bedeutet die relative Haltbar- 
keit, ausgerechnet in bezug auf k von Tabelle A, wobei man deutlich 
den groBen Unterschied zwischen der Haltbarkeit des dialysierten und 
der des nichtdialysierten Ptyalinpriparats sehen kann. 

Bei der Versuchsreihe mit dialysiertem Speichel nimmt die Halt- 
barkeit genau so ab wie beim nichtdialysierten Speichelpraparat. 
Danach dirfte der Stabilisator nicht kristalloider Natur sein. 
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Die Destruktionsgeschwindigkeit steigt proportional mit der Ver- 
diinnung bei dialysiertem wie bei undialysiertem Speichel, obwohl 
jedoch die absolute Haltbarkeit in dialysiertem Speichel etwas geringer 
ist (bei gleicher Reaktion und Aufrechterhaltung der Natriumchlorid- 
konzentration) als in dem undialysierten. 


Aus diesem Versuch mu8 man daher folgern, daB sich im Speichel 
ein kolloidaler Stoff befindet, der von besonderer Bedeutung fiir die 
Haltbarkeit des Ptyalins ist, ein unbekannter Ptyalinstabilisator. 


Dieser unbekannte, kolloidale Stabilisator der Diastase des Speichels 
hat eine ebenso groBe Bedeutung fiir die Haltbarkeit des Ptyalins wie 
die Chlorionen, was aus untenstehenden Versuchen mit Natriumchlorid 
hervorgeht. 


Man konnte nun annehmen, daB die durch die Verdiinnung hervor- 
gerufene Wirkung auf die Ptyalinhaltbarkeit verursacht wiirde durch 
das relativ gréBer werdende Ubergewicht von Phosphat und Natrium- 
chlorid, deren absolute Konzentration, im Gegensatz zum unbekannten 
Stabilisator, innerhalb eines jeden Versuchs konstant gehalten wird. 


Wiirde die Destruktionsgeschwindigkeit durch das Ubergewicht 
der Natriumchlorid- und speziell der Phosphatkonzentration gegeniiber 
der Konzentration des Stabilisators sich vergréBert haben, so miiBte 
dies in Analogie zu der Wirkung stehen, die bei einem Konzentrations- 
tiberschu8 von Phosphat und Natriumchlorid gegeniiber Glykokoll 
konstatiert wird (vgl. die folgende Arbeit iiber die Haltbarkeit in ver- 
schiedenen Systemen). 


In dieser Hinsicht ist es nicht ohne Interesse zu untersuchen, 
inwiefern man im Ptyalinstabilisator einem mehr spezifischen Stoff 
gegeniibersteht, oder ob dieselbe Wirkung gleichfalls bei anderen 
Kolloiden vorhanden ist. Versuche hieriiber sind ausgefiihrt worden, 
indem verdiinntem Speichel Blutplasma zugesetzt wurde. 


bis 60,4°. 





Nr. k 

1 Konzentration des Speichels 2.5% ......... 4,7 
2 * “ 2,5°,, + 0,1 cem Plasma . 2.3 
3 a a RB 25% +05 , z 1,8 
4 - = a 25%+1,0 , 2,0 


Aus den Versuchen geht hervor, daB, abgesehen von der stabili- 
sierenden Wirkung, die die Kolloide des Plasmas auf Ptyalin haben, 
diese Wirkung nicht mit der Wirkung der Kolloide des Speichels ver- 
glichen werden kann; in Nr. 4 ist die absolute Kolloidkonzentration 
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von derselben GréBenordnung wie in dem unverdiinnten Speichel, 
aber in letzterem ist die Haltbarkeit ungefahr 20mal so groB. Ein 
anderer auffallender Unterschied ist der, daB die Schutzwirkung ziemlich 
unabhingig ist von der zugesetzten Plasmamenge. Hatte es sich dagegen 
um Kolloide des Speichels gehandelt, so wiirde die Haltbarkeit in Nr. 4 
etwa 10mal so groB als in Nr. 2 gewesen sein. Entsprechende Versuche 
sind gleichfalls ausgefiihrt worden mit dialysiertem Plasma gegeniiber 
dialysiertem Speichel; hier wurden entsprechende Verhaltnisse gefunden, 
indem die Schutzwirkung gegeniiber dem unter diesen Verhiltnissen 
mehr labilen Ptyalin sehr deutlich in Erscheinung tritt. Auch Ei- 
albumin hat eine schiitzende Wirkung, obwohl diese weniger stark 
ausgesprochen ist als die der Plasmakolloide. 

Verschiedene Umstinde, namentlich Wéillstdtters Versuche, Enzyme 
zu reinigen, lieBen erkennen, daB die Haltbarkeit der Enzympraparate 
wesentlich gréBer ist, solange das Enzympraiparat mehr Verunreini- 
gungen enthalt, die gréBere Haltbarkeit kann darauf zuriickgefiihrt 
werden, dafs das Enzym absorbiert oder an_ ,,Verunreinigungen* 
gebunden ist, derart, daB ein mehr haltbarer Komplex gebildet wird. 

Es ist sehr wahrscheinlich, das aus den Speicheldriisen ein Ptyalin- 
komplex sezerniert, welcher aus dem aktiven, aber etwas weniger 
haltbaren Ptyalin in Verbindung mit dem unbekannten kolloidalen 
Stabilisator besteht. 

Fiir die Ptyalinhaltbarkeit in der Mundhéhle ist der Stabilisator 
von geringerer Bedeutung; gréBbere Bedeutung muB dem Stabilisator 
wohl im Magen beigelegt werden, wo sowohl die Wirkungs- als auch 
die Haltbarkeitsbedingungen schlechte sind, und es ist daher vielleicht 
nicht ganz ausgeschlossen, da das Ptyalin, falls der Speichel nur in 
geringem MaBe verdiinnt wird, den Aufenthalt in den Ventrikeln aus- 
halten kann. 


Uber den Einflu8 von Natriumehlorid auf die Haltbarkeit des Ptyalins. 

DaB Neutralsalze eine besondere Bedeutung fiir die Haltbarkeit 
des Ptyalins haben, ist bekannt; die Schutzwirkung, die Natrium- 
chlorid ausiibt, ist auch schon von anderen untersucht worden, z. B. hat 
Wohlgemuth' den EinfluB von Natriumchlorid auf die Wirkung der 
Speicheldiastase gezeigt. Ernstrém? hat angegeben, da die Natrium- 
chloridkonzentration fiir gréBte Haltbarkeit (bei 55°) etwa zehnmal 
groBer ist als die, welche gréBte Aktivitat (bei 37°) bewirkt. Andere 
Arbeiten findet man bei W. Biedermann?. 


1 Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
* Ernstrém, Zeitschr. f. phys. Chem. 119, 1922. 
Fermentforschung 4, 258, 1921. 
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Bei den Versuchen zeigte es sich stets, dab man mit optimaler 
Natriumchloridkonzentration arbeiten muB, was auch bei den vor- 
ausgehenden Versuchen beachtet worden ist. 


Wenn man die groBe Bedeutung der Chlorionen nicht gekannt 
und daher mit chlorionenfreier Fliissigkeit verdiinnt hatte, so wiirde 
man aus diesem Grunde allein schon eine Steigerung in der Destruktions- 
geschwindigkeit erhalten haben, wie vorliegende Versuche zeigen. 


Zum Vergleich mit der Bedeutung des unbekannten kolloidalen 
Stabilisators ist daher der Einflu8B von Natriumchlorid, d. h. der Einflu8 
der Chlorionenkonzentration auf die Haltbarkeit des Ptyalins, nach- 
geprift worden. 

Nachfolgende Versuche zeigen den EinfluB der Natriumchlorid- 
konzentration auf die Haltbarkeit des Ptyalins in einem System, dessen 
Reaktion festgelegt ist mit Hilfe von Phosphat py = 6,8. Die Phosphat- 
konzentration ist in allen Versuchen dieselbe. 


Speichelkonzentration 2,7°,, Reaktion py = 6,8, Temperatur 55°. 





Na Cl-Konzentration Cl-Konzentration Haltbarkeit 
5 es mae roe (relativ) (relativ) 
etwa 0,000 etwa 0,0 0,2 
0,001 0.0002 20 0.06 0.3 
0,018 0,003 6 1,0 1.0 
0,033 0,006 3,4 1,8 1.8 
0,067 0,01 Th 3.7 3.5 
0,17 0,03 0,64 9,5 9.4 
0,33 0,06 0,16 18 37 
0,82 0,15 0,16 45 37 
1.6 0,3 0,12 90 50 
3,3 0,6 0,14 180 43 


Die erste Probe wurde mit dialysiertem Speichel und bei einer 
anderen Temperatur ausgefiihrt, deshalb sind nur die relativ berechneten 
Werte angegeben. 

Von der zweiten Probe an wurde undialysierter Speichel verwandt. 
Die in der zweiten Probe angegebene Natriumchloridkonzentration ist 
daher aus dem Natriumchloridgehalt des Speichels berechnet worden. 


Die optimale Konzentration fiir Natriumchlorid beginnt in den 
letzten Versuchen ungefahr bei 0,3°,,. Die Haltbarkeit, die bis dahin 
stark abhaingig war von der Chlorionenkonzentration, ist ungefahr 
dieselbe bei einer Konzentration von 0,3 bis herauf zu 3°,. 


Bei einer Natriumchloridkonzentration iiber 0,4°,, ist die Haltbar- 
keit einigermaBen unabhangig von der Natriumchloridkonzentration. 
Dies gilt nur bei der hier herrschenden Phosphatkonzentration (etwa 
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m/30), bei einer geringeren Phosphatkonzentration wird die optimale 
NaCl-Menge geringer. Es verhalt sich jedoch so, wie spitere Versuche 
zeigen, daB die Haltbarkeit des Ptyalins bei Anwesenheit von Chloriden 
nicht eine Funktion der absoluten Chlorionenkonzentration ist, sondern 
eher eine Funktion des Verhiltnisses zwischen Chlorionenkonzentration 
und der Konzentration anderer besserer oder schlechterer Ptyalin- 
stabilisatoren. 
Zusammenfassung. 


1. Die Haltbarkeit der Speicheldiastase wird bei konstanter 
Chlorionenkonzentration und konstanter Reaktion proportional mit 
der Verdiinnung des Speichels verringert. 

2. Als Erklarung hierfiir mu8 man annehmen, daB dies durch 
einen im Speichel vorhandenen kolloidalen Stabilisator verursacht wird. 

3. Die Haltbarkeit der Diastase ist namlich sehr abhangig von 
der Enzymkonzentration. 
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Weitere Versuche zur Schwermetallnatur der Zellfermente. 


Von 
Ernst Krah. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat K6nigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1930.) 


Die energieliefernden Reaktionen der tierischen Zelle greifen am 
Traubenzucker oder an Abbaustufen des Traubenzuckers an. 


Dabei stehen im allgemeinen die oxydativen Vorgange im Vordergrund, 
die unter Aufnahme von Sauerstoff und unter Abgabe einer aquivalenten 
Menge Kohlenséure verlaufen, wahrend gleichzeitig Zucker verschwindet 
und entsprechende Energiemengen frei werden. Die normale Zelle vermag 
nur unter extremen physiologischen Bedingungen aus einem giarungsartigen 
Vorgang geniigende Energie zu gewinnen, bei dem durch Spaltung der 
Glucose Milchsaure entsteht, und sie geht zugrunde, wenn nicht innerhalb 
kurzer Zeit der OxydationsprozeS wieder einsetzt. Im Gegensatz zur 
normalen Kérperzelle entnimmt die Carcinomzelle einen erheblichen Teil 
ihres Energiebedarfs aus glykolytischen Vorgangen, und zwar auch bei 
reichlichem Sauerstoffangebot (Warburg!). Sie kann daher auch bei Sauer- 
stoffmangel unbegrenzt leben. In dieser eigentiimlichen Stérung sieht 
Warburg die energetisch allein wirksame Abweichung vom Normalen. 

Die beiden Abbaureaktionen des Traubenzuckers, Oxydation und 
Glykolyse sind in doppelter Richtung eng miteinander verkoppelt. Nach 
Hefeversuchen Pasteurs hemmt die Atmung die Garung, eine Tatsache, 
die durch Warburg am Tumor bestatigt und Pasteursche Reaktion genannt 
wurde. Andererseits stellt Crabtree? fest, da auch die Gairung des Carcinoms 
einen hemmenden EinfluB auf seine Atmung ausiibt. 

Von diesen vier Einzelvorgingen des Carcinomstoffwechsels sind bis 
heute zwei weitgehend geklart. Nach Warburg ist die fermentative Oxy- 
dation der lebenden Zelle eine Eisenkatalyse, und durch seine photo- 
chemischen Untersuchungen wurde der molekulare Aufbau dieses ,,Atem- 
ferments“ als der eines Tetrapyrrolderivats erkannt*. 


1 Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 

2 Crabtree, Biochem. Journ. 28 (3), 536, 1929. 

3 Warburg, Ges. Deutsch. Naturf. u. Arzte 1928; Klin. Wochenschr. 
1928, 47. Beilage, S. 856. 
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Einen anderen Weg schlugen Hecht und Hichholtz' bei der Autklarung 
der Tumorglykolyse ein. Ejiner grofen Zahl von Substanzen wurde eine 
Serie entnommen, die gleicherweise mit Kupfer Komplexe bilden, in der 
weifen Maus intravendés injizierte Kupfersalzlésung entgiften und schlieBlich 
in vitro aerobe und anaerobe Tumorglykolyse weitgehend lihmen, ohne 
die Atmung zu schadigen. Nach Hecht und Fichholtz wird demnach der 
glykolytische Prozef in der Tumorzelle durch Kupfer katalysiert. 


Die folgenden Versuche setzen sich zum Ziel: 


1. die Serie der Kupferkomplexbildner, die auf die Glykolyse 
spezifisch wirken, weiter auszubauen; 


2. den von Hecht und Eichholtz beschrittenen Weg auch fiir die 
direkte (Warburg) und indirekte (Crabtree) Pasteur sche Reaktion weiter 
zu verfolgen. 


I. Weitere Versuche zur Kupferhypothese der Tumorglykolyse. 


Methodisch folgten wir den Angaben Warburgs: manometrische 
Messung von Atmung und Garung in Stickstoff bzw. Sauerstoff mit 
5 Vol.-°,, CO, (verbesserte Methode) in Ringerlésung bei 37°C. Die 
durch Zusatz der Substanzen verschobene py wurde durch Titration 
gegen Bromthymolblau korrigiert. Zur Verfiigung standen uns ein 
Mausecarcinom und das von Prof. Warburg uns iiberlassene Jensen sche 
Rattensarkom. 


Die schon von Hecht und Eichholtz angefiihrten spezifisch glykolyse- 
hemmenden Kupferkomplexbildner konnten wir durch zwei neue 
Substanzen vermehren. Vor kurzem stellte Mendel? fest, allerdings 
von einem anderen Gesichtspunkte ausgehend, daB Glycerinaldehyd 
die Garung der Sarkomzelle spezifisch hemmen kann. Der Mendelschen 
Ansicht, daB diese im Kérper normalerweise vorkommende Substanz 
die Tumorentstehung verhindert, konnen wir nicht folgen, um so weniger, 
als neben dem Glycerinaldehyd andere kérpereigene Substanzen wie 
Inositphosphorsiure, Aminosduren, Brenzkatechinderivate die gleiche 
Eigenschaft aufweisen. Da®B Glycerinaldehyd in der Tat an demselben 
Mechanismus angreift wie die iibrigen Substanzen von Hecht und 
Eichholtz, ergibt die bisher ibersehene Tatsache, daB Glycerinaldehyd 
in der Maus Kupfer entgiftet. 


Als weiteres Glied reiht sich die 8-Oxychinolinsulfosiure dem 
vorliegenden System ein. Auch diese Substanz bildet mit Kupfer 
Komplexe und fiihrt an der weiSen Maus zur Kupferentgiftung. Uber 
ihre Wirkung auf die Carcinomzelle, die mehrere Male in verschiedenen 
Konzentrationen gemessen wurde, fiihren wir folgendes Beispiel an: 


1 Hecht und LEichholtz, diese Zeitschr. 206, 282, 1929. 
2 Mendel, Klin. Wochenschr. 4, 169, 1929. 
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Mausecarcinom. 5% CO, in O, bzw. Ng, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, 
= 1,5. 10-2, 0,2% Glucose. 





0; N, 
2 3 
Vo, Oy Gy 
arr tuna Tien waemmeamene Gy peecoete Te ae 
ati : *m- . em- , >m- 
aes ohne mit ue ohne mit mung Ohne | mit name 
Zusatz Zusatz re Zusatz | Zusatz - Zusatz Zusatz . 
0 0 0 
1:250 | —8,7 | —88 — 8.6 2,5 70 17,1 | 58 65 


Der Versuch zeigt eindeutig die spezifische Wirkung der 8-Oxy- 
chinolinsulfosiure auf die Glykolyse, die noch in einer Konzentration 
von 1: 1000 mit 30°,, nachzuweisen ist. 

Herr Professor Warburg machte freundlichst darauf aufmerksam, 
dali méglicherweise die Na-Salze der wirksamen Substanzen mit Milch- 
siure reagieren und dali damit die von Hecht und LEichholtz und uns fest- 
gestellte Hemmung in Wirklichkeit geringer sein kénnte, als die Messung 
ergibt. 


Von den wiederholten Kontrollversuchen sei folgender mitgeteilt. 
5% CO, in Ny, 37,6°, ve = 2,0, Ringerlésung (CNanco, = 1,5. 10-*, 


0,2 °% Glucose) auf das Vierfache mit Aqua dest. verdiinnt. Ansatzbirne: 
0,2cem 4°%ige Citronensiure. 


Gemessene Kohlensaure. 





Ohne Zusatz Mit 8-Oxychinolinsulfosiure 1 : 250 
117 cmm 114 cmm 


Aus diesem Versuch ergibt sich, daB durch den Zusatz von 8-Oxy- 
chinolinsulfosiure die Bicarbonatkonzentration der Ringerlésung keine 
Veranderung erfahren hat. Bei der Glykolyse des lebenden Schnittes 
ist es jedoch die Milchséure, die die Kohlensiure aus dem Bicarbonat 
austreibt; ihre Wirkung wird durch folgenden Kontrollversuch wieder. 
gegeben: 


5% CO, in Ng, 37,6°, ve = 2,0, Ringerlésung (Cyanco, 1,5. 10-, 
0,2% Glucose) auf das Vierfache mit Aqua dest. verdiinnt. Ansatzbirne: 
0,2cem 5°%ige Milchsaure. 

Gemessene Kohlensaéure. 


Ohne Zusatz Mit 8-Oxychinolinsulfosiure 1 : 250 








120 cemm 154 cmm 


Im Gegensatz zur Citronensaure liefert Milchsaure emen um etwa 
30°, héheren Kohlenséurewert. Dabei zeigten die Thermobarometer 
keinen Ausschlag. Ob die 8-Oxychinolinsulfosiure Milchsiure oder 
Traubenzucker zersetzen kann, bedarf der weiteren chemischen Auf- 
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klarung. Jedenfalls deutet dieser Befund nicht auf einen Bicarbonat- 
verbrauch hin, sondern laBt méglicherweise auf eine noch starkere 
Glykolysehemmung schlieBen, als dem oben wiedergegebenen Stoff- 
wechselversuch zu entnehmen ist. 

Auch weitere der von Hecht und Lichholtz angegebenen glykolyse- 
hemmenden Substanzen wurden einer Nachuntersuchung unterworfen. 
Als Beispiel fiigen wir das Protokoll eines Versuchs mit brenzkatechin- 
disulfosaurem Natrium an. 


5% CO, in N,, 37,6°, ve = 2,0, Ringerlésung (CNanco, = 1,5. 10~-*, 
0,2% Glucose) auf das Vierfache mit Aqua dest. verdiinnt. Ansatzbirne: 
0,2 cem Milchsaéure. 


Gemessene Kohlensaéure. 





Ohne Zusatz Mit brenzeatechindisulfosaurem Na 1 : 200 


120 emm 110 ¢mm 


Auch Zusatz von Citronensaure ergab das gleiche Resultat. Der 
Kohlenséureverbrauch durch brenzkatechindisulfosaures Natrium be- 
tragt also etwa 8°. Dieser Verlust ist unzweifelhaft abhangig von der 
Konzentration der Brenzkatechindisulfosiure, die in vorliegender 
Kontrolle relativ hoch ist, geben doch Hecht und LEichholtz bei einer 
Brenzkatechinkonzentration von 1 : 1000 schon eine Glykolysehemmung 
von 30 bzw. 40°, an. Auch sind die Milchsiuremengen, die bei der 
Glykolyse von Tumorschnitten entstehen, erheblich geringer, so da 
eine Verschiebung der Reaktion praktisch nicht in Frage kommt. Die 
durch Zusatz der Brenzkatechindisulfosiure méglicherweise — ein- 
tretende Bicarbonatverschiebung um wenige Prozent kann daher 
die von Hecht und Eichholtz und uns gefundene Glykolysehemmung 
praktisch nicht beeinflussen. Auch wird darauf aufmerksam gemacht, 
daB eine genaue Einstellung der py erfolgte. 

Glycerinaldehyd und 8-Oxychinolinsulfosaiure gehéren also ebenfalls 
zu der Reihe von Substanzen, die in vivo Kupfer entgiften und gleich- 
zeitig die Glykolyse hemmen. Sie sind ein weiterer Beweis fiir die Ansicht 
von Hecht und LEichholtz, daB die Traubenzuckerspaltung zu Milch- 
siure eine Schwermetall-, und zwar eine Kupferkatalyse darstellt. 


II. Pasteursche Reaktion als Schwermetallkatalyse. 


Nach Warburg ist der Blausdiureathylester im Gegensatz zur freien 
Blausdure ohne EinfluB auf die Atmung; dagegen laBt er die aerobe 
Glykolyse eines Rattensarkoms auf den Wert der anaeroben ansteigen, 
er hemmt also die Pasteursche Reaktion. Chemisch zeichnet sich 
der Blauséureathylester unter anderem dadurch aus, daf er mit 
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Schwermetallen komplexe Verbindungen eingeht, und auf dieser Eigen- 
schaft beruht nach Warburg seine spezifische biologische Wirkung. 
Eine weitere Reaktion, die fiir die Schwermetallnatur der Pasteur schen 
Reaktion spricht, ist bis heute unbekannt. 

Neben der Hemmung der Garung durch die Atmung laBt sich 
auch noch eine umgekehrte Reaktion nachweisen: Hemmung der 
Atmung durch die Glykolyse (Crabtree). So liegt der Atmungsquotient 
des Jensensarkoms in glucosehaltiger Ringerlésung um 10 bis 20°, 
niedriger als in einer Lésung, die Xylose oder keinen Zusatz von 
Traubenzucker enthalt. Indessen ist anzunehmen, daB Gewebsschnitte 
auch aus zelleigenem Zucker oder Glykogen geringe Mengen Milchsaure 
bilden kénnen. In xylosehaltiger Ringerlésung gemessen findet 
Crabtree noch einen CO,-Wert von 1,1. Es ist demnach anzunehmen, 
daB die umgekehrte Pasteursche Reaktion Crabtrees noch deutlicher 
zum Ausdruck kommt, wenn man jede Zuckerspaltung ausschalten 
kénnte. 

Bei unserer Untersuchung der direkten (Warburg) und indirekten 
(Crabtree) Pasteurschen Reaktion gingen wir wiederum von _ Ent- 
giftungsversuchen an der weiBen Maus aus. Dadurch wurden zweifellos 
Verbindungen nicht beriicksichtigt, die fiir das Tier zu giftig waren 
oder die infolge rascher Umsetzung im K6rper schnell unwirksam 
wurden, trotzdem aber einen Einflu8 auf den Tumorstoffwechsel 
gehabt haitten. Auf diesem Wege wurden zwei Substanzen gefunden, 
die gleichzeitig eine Schwermetallvergiftung, und zwar die durch 
Ferroeisen, beeinflussen und andererseits die Pasteursche Reaktion 
hemmen. Diese beiden Substanzen sind 2-Amidophenol-4-Sulfosiure 
und 1-Amido-2-Naphthol-6-Sulfosaure. 


a) 2-Amidophenol-4-Sulfosdure. 
DaB diese Substanz die anaerobe Glykolyse nicht hemmt, geht 
aus folgenden Versuchen hervor. 


% CO, in Ng, 37,6°, Ringerlésung, Oxanco, = 2,5. 10—*, 0,2% Glucose. 








Ov 
Tumor Konzentration M 5c Hemmung 
ohne Zusatz mit Zusatz 
Carcinom 1: 200 21,4 21,0 — 
‘ 1: 500 21,8 21,0 a 
Sarkom 1: 200 29.4 29,0 --- 
1: 200 19,4 18,8 - 


” 


Uber die Wirkung der 2-Amidophenol-4-Sulfosiure auf die 
Pasteursche Reaktion lassen wir einige am Jensenschen Rattensarkom 
nach der verbesserten Methode Warburgs gewonnene Versuche folgen. 
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5% CO, in O,, 37,6, Ringerlésung, Cyanco, = 2,5. 10—-*, 0,2% Glucose. 


Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/, auf 
Konzentration Fe ee 0 (eae ais ‘ns ae ot = 

Vo, Oy O I» Oy Atmung Girung 

F 13,7 21,0 P . 5 ‘ 
1 : 200 _ 142 20.9 - 20,1 16,4 + 45 — 20 
- — 24,9 22,7 + 170 4+ 0 

. 9 a ) . — 
13300 ~ He | +110) 4+ 8 
Mittelwert: 12,3 20,2 — 21,4 19,5 + 75 + 3 


Die 2-Amidophenol-4-Sulfoséure steigert demnach die Atmung, 
wahrend der Mittelwert der Glykolyse praktisch keine Verainderung 
der Giarung zeigt. Mithin lahmt die 2-Amidophenol-4-Sulfoséure die 
von Crabtree beschriebene Kopplung zwischen Glykolyse und Atmung, 
die Substanz hemmt die umgekehrte Pasteursche Reaktion. 


b) 1-Amido-2-Naphthol-6-Suljosdure. 
Das folgende Versuchsprotokoll zeigt die Wirkung dieser Sulfosiure 
auf die anaerobe Glykolyse eines Mausecarcinoms. 


5% CO, in N,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 1,5. 10—*, 6,2 Glucose. 





N. 
¢d,." 
Konzentration eM Hemmung 
ohne Zusatz mit Zusatz %5 
18,6 21.3 oi 
» 18,0 19,9 - 
: 500 ’ a 
sii 19.9 17.4 
18,5 15,6 
Mittelwert : 18,8 18,6 - 


Die anaerobe Tumorglykolyse wird demnach nicht beeinfluBt. 
Zur Demonstration der Wirkung der untersuchten Substanz auf die 
Pasteursche Reaktion lassen wir zwei Versuchsprotokolle folgen, 
von denen eins ganz ausfiihrlich gehalten werden soll. 


Mausecarcinom. 


2% Glucose. 


5°, CO, in O,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, 1,5 .10—*, 0,2 








Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/, auf 
Konzentration ai Me a nano” ~2 : ee 
Vo, Gy Vo, Cy Atmung Garung 
/ — 64 6,1 — 6,5 26,3 
2 500 . 7 oo a 
38 i 103 83 71 | QB 
Mittelwert: — 83 7,2 — 6.8 25,7 18 + 250 








438 E. Krah: 


Auffallend ist hier die enorme Steigerung der Garung um 250°, 
iiber die in diesem Versuch allerdings relativ niedrigen Normalwerte. 
Jedoch liegt der Kohlensiurewert von etwa 25 cmm innerhalb der von 
diesem Tumor bekannten anaeroben Glykolysewerte. Das untersuchte 
Mausecarcinom 148t iiberhaupt prozentual starkere Ausschlage er- 
warten als z. B. das Jensensarkom; denn beim Carcinom hemmt die 
Atmung die Garung um etwa die Hialfte, beim Sarkom um etwa ein 
Drittel, verglichen mit dem anaeroben Quotienten. 


Jensensarkom. 


% CO, in O,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 2,5. 10—*, 0,2 % Glucose. 





Gefib A Gefah B Gefib C GefaB D 
Up = 3 Up = 6 Up = 3 Up = 6 
Volumina in cem --: - ? : ? . o : ’ cas 
Vg = 11,14 Ug = 8,01 Ug = 10,78 UG = 7,77 
{ ko, =099 Ko, = 0,72 ko, = 0,95 Ko, = 0,70 
GefiBkonstanten in gmm/ 2 : 2 2 


CO, = 115 | Keg, = 1,04 koo, = 1,12 Koo, = 1,02 


Zusatz und Konzen- 





Wwation ..... — = 1: 1000 1: 1000 
Schnittgewicht . . . 2,7 mg 2,6 mg 2,1 mg 2,75 mg 
Beobachtete Druck- 

anderung in 30’ . h=+ 24mm H=+ 21mm h= + 20,5mm /H= + 17,5mm 
Quotienten. . . . Al 0, a @o, = ie 

| a = me gi) = 334 
GefiB E GefiB F GefiB G GefiB H 
Up = 6 Up = 3 Up = 6 
Volumina in cem . AT ge " F e . ' I 3 ; F 7 
= 10, 73 vg = 7,64 vg = 11,38 vg = 7,11 
My = 0,95 Ko. = 0.69 ko. = 1.01 Ky = 0,64 
GefaBkonstanten in gmm | O2 K Os ; Oe = K 2 : 
a. [wa = 1, ll CO, = 1,01 koo, a 1,17 CO, => 0,96 


Zusatz und Konzen- || 

eee eee Se 7 — — 1: 1000 1: 1000 
Schnittgewicht. . . | _ — -— — 
Beobachtete Druck- 

anderung in 30’ . | = +imm —S8mm — 17,5 mm 


Dieser Versuch zeigt zweierlei. Erstens wird durch Zusatz von 
1/,909 der untersuchten Substanz die aerobe Glykolyse um etwa 40°, 
gesteigert, sie erreicht den Wert der anaeroben, die direkte Pasteur sche 
Reaktion wird also aufgehoben. Zweitens aber ergibt sich, daB die 
1-Amido-2-Naphthol-6-Sulfosiure oxydabel ist, mithin im Versuch 
Sauerstoff verbraucht, was durch einen negativen Manometerausschlag 
zum Ausdruck kommt. Es ist demnach zweifelhaft, ob wir den negativen 
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Druck der Kontrollen mit umgekehrtem Vorzeichen beim Haupt- 
versuch in Rechnung stellen diirfen, d. h. ob hier die Oxydation trotz 
des Schnittes genau so verlauft. Wir sind dieser Frage in verschiedenen 
Richtungen nachgegangen. 

Der Sauerstoffverbrauch der frisch gelésten und neutralisierten 
Substanz ist im Anfang am starksten und nimmt allmahlich in der Zeit- 
einheit ab, je mehr sie sich der vollkommenen Oxydation nahert. 
Fiigt man einen Tumorschnitt hinzu, so kénnte die Oxydation be- 
schleunigt oder verlangsamt werden. Wir haben die Sulfoséure 
in Lésung 1:500 mehrmals mit und ohne Schnitt oxydieren lassen, 
dann den Schnitt entfernt und erneut den Sauerstoffverbrauch gemessen 
unter Einhaltung ganz gleicher Versuchsbedingungen. Dabei ergab 
sich, daB die Schnitte ohne EinfluB auf die Oxydation waren, denn 
nach Herausnahme des Gewebes wiesen alle Manometer in der Zeit- 
einheit innerhalb der Fehlergrenzen denselben negativen Ausschlag 
bzw. Sauerstoffverbrauch auf, z. B.: 


O,-Verbrauch in Kubikmillimetern nach 10 Minuten. 





Ohne Schnitt Mit Schnitt 


4,3 49 


Auch kolorimetrisch wurde die fortschreitende Oxydation der 
Substanz mit und ohne Schnitt untersucht und ergab prinzipiell die 
gleichen Werte. 

Die schon oben erwahnte Méglichkeit eines Milchsiureverbrauchs 
durch zugesetzte Substanzen haben wir auch hier einer Priifung unter- 
zogen. Dabei ergaben sich ahnliche Verhaltnisse wie bei der 8-Oxy- 
chinolinsulfosiure, wie folgende Versuche zeigen. 


5% CO, in Ng, 37,6°, vy = 2,0 (2,2), Ringerlésung (CNanco, = 1,5. 10-%, 
0,2°, Glucose) auf das Vierfache mit Aqua dest. verdiinnt. 





Gemessene Druckerhéhung in cmm 





Ansatzbirne mit 1-Amido-2-Naphthol- 


ohne Zusatz 6-Sulfosiure 1 : 500 


7.2 Citronenséure, 4%ig ... 119,4 150 
0,2 Milchsaure, 5%ig. . .. . 117,4 143.6 


Nach Zusatz der Substanz wird also der Gasdruck sowohl durch 


Citronen- wie durch Milchséure mehr erhdht als in den Vergleichs- 
kontrollen, ein Ergebnis, das wir schon oben diskutiert haben. In 
diesen Versuchen stehen Saiuremengen von groBem Uberschu8 zur 
Verfiigung. Bei kleinen Milchséuremengen, wie si¢ bei der Glykolyse 
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lebenden Tumorgewebes entstehen, laBt sich méglicherweise hinsichtlich 
der meBbaren Druckerhéhung im Gasraum ein véllig anderer Effekt 
erwarten. Deshalb haben wir dem Quotienten Q, bei der Tumor- 
glykolyse entsprechende Milchsiuremengen zum Austreiben der CO, 
benutzt und dabei folgende Werte erhalten. 


Gemessene Druckerhéhung. 





Mit 1-Amido-2-Naphthol- 


Ohne Zusatz 6-Sulfosiiure 1: 500 


25,8 emm 25.5 emm 


Daraus geht hervor, daB bei den kleinen Mengen Milchsaure, 
die bei der Glykolyse gebildet werden, ein Zusatz der untersuchten 
Substanz ohne EinfluB ist; denn daquivalente Mengen Kohlenséure 
kommen zum Vorschein, gleichgiiltig, ob die Substanz zugesetzt 
wurde oder nicht. 

Beide von uns gepriiften Verbindungen hemmen die Pasteursche 
Reaktion, die eine die direkte (Warburg), die andere die indirekte 
(Crabtree), und wirken nicht auf die anaerobe Glykolyse; beide ent- 
giften in der weiBen Maus Ferrosalz, dagegen nicht Kupfer. Mithin 
muB auch die Pasteursche Reaktion als eine Schwermetallkatalyse 
aufgefaBt werden, die durch Ferroeisen katalysiert ist. 


Ill. Gleichzeitige Hemmung der Glykolyse und der Pasteurschen Reaktion. 


Bei der Untersuchung einer gréBeren Reihe von Substanzen, 
deren einige wir erwihnten, fanden sich auch solche, die Kupfer und 
Eisen zugleich entgifteten. Wenn die Ansicht von Hecht und Eichholtz 
uber die Natur der Glykoiyse als Kupferkatalyse und die unsrige tiber 
die der Pasteurschen Reaktion als Eisenkatalyse zu Recht besteht, 
so war eine doppelte Wirkung auf den Stoffwechsel der Tumoren zu 
erwarten. Im folgenden werden zwei derartige Substanzen behandelt, 
und zwar 1-Amido-8-Naphthol-4-Sulfosiure und  5-Nitro-4-Chlor- 
2-Amidophenol. Ihre Wirkung auf die anaerobe Glykolyse eines 
Mausecarcinoms sei durch folgende Zusammenstellung  erliutert. 


5% CO, in Ng, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco,= 1,5. 10-*, 0,2°, Glucose. 





1-Amido-8-Naphthol-4-Sulfosiure 5-Nitro-4-Chlor-2-Amidophenol 


Konzentration ohne Zusatz mit Zusatz Hemmung ohne Zusatz mit Zusatz Hemmung 


Qe Qs? 0 ° Qy? - Of 
1: 1000 16,8 13,7 20 18,0 14,2 20 
1: 509 22.9 11,0 50 20.9 11.6 45 
1: 200 18,3 15 90 i a vi 








—_ in fe. feed 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich die Glykolysehemmung beider 
Kupferentgifter analog den bekannten Resultaten von Hecht und 
Eichholtz. Die Wirkung der 1-Amido-8-Naphthol-4-Sulfosiure auf 
das Mausecarcinom unter aeroben Bedingungen, bei denen sich also 
Glykolyse und Pasteursche Reaktion gleichzeitig nach der Hypothese 
andern miissen, wird durch folgendes Protokoll gezeigt. 


Mausecarcinom. 


5% CO, in Og, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 1,5. 10—*, 0,2% Glucose. 





Mit 1-Amido-8- 


Ohne Zusatz Naphthol-4-Sulfosiure Wirkung in °/, auf 

Konzentration is ciuslevnisieinieiiaabdiine 
V Io QS? QO: * Oy Atmung Gurung 
4 — 12.5 11,6 — 16,6 9.7 + 33 — 16 
1: 500 —18 18 | —150 81 +97 | —81 
Mittelwert: | — 12,2 11,7 — 15,8 8,9 + 30 — 24 


Tatsachlich findet sich hier die erwartete Doppelwirkung: Die 
Glykolyse ist um etwa ein Viertel ihres Normalwertes und gleichzeitig 
die umgekehrte Pasteursche Reaktion so gehemmt, daB eine Atmungs 
steigerung erfolgt. Auch die 1-Amido-8-Naphthol-4-Sulfosiure ist 
leicht oxydabel. Indessen haben Kontrollversuche, wie sie bei der 
1-Amido-2-Naphthol-6-Sulfosiure erwihnt wurden, prinzipiell zu dem 
gleichen negativen Ergebnis gefiihrt. 

Die zweite von uns gefundene, Kupfer und Eisen entgiftende 
Substanz ist 5-Nitro-4-Chlor-2-Amidophenol in Mischung mit 1,8-Dioxy- 
naphthalin-3, 6-Disulfosiure, die selbst kein Eisen oder Kupfer ent- 
giftet, infolgedessen weder auf die Glykolyse noch auf die Pasteursche 
Reaktion einwirkt. Eine Reihe von sechs Einzelversuchen soll tiber 


Mausecarcinom. 


5% CO, in O,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 1,5. 10-*, 0,2% Glucose. 
0 2 2 £ 3 





Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/) auf 
Konzentration 0. gage Se 0. 
Vo, Oy Vo, Q ve Atmung Girung 
— 5,6 5,9 — 95 10,9 
— 97 7,6 16,6 14,7 - 
1: 500 —106 88 —124 11,7 - 
= — 10,6 8,3 — 12,5 12,1 
— 12,0 9.9 25,3 16,7 - 
— 83 6,5 — 22,4 13,5 : — 
Mittelwert: — 9,5 7,7 — 16,5 13,3 + 75 + 75 
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den Effekt des 5-Nitro-4-Chlor-2-Amidophenols auf den Tumorstoff- 
wechsel unter aeroben Bedingungen Aufschlu8 geben. 

Nach diesem Versuch ist das 5-Nitro-4-Chlor-2-Amidophenol 
die bisher einzige Substanz, welche direkte und indirekte Pasteur sche 
Reaktion gleichzeitig hemmt, von der Glykolysehemmung abgesehen, 
die nur im Stickstoff nachzuweisen ist. 

Das folgende Beispiel befaBt sich mit dem EinfluB steigender 
Konzentration auf die biologischen Partialprozesse. 


Jensensarkom. 





5% CO, in Og, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 2,5. 10—*, 0,2°% Glucose. 
Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/9 auf 
Konzentration ee Se ee de ee A eS aM 
0» uv Yo, Ov Atmung Girung 
1: 1000 — 8,1 18,0 — 10,0 27,6 + 25 + 50 
1: 500 — — — 12,3 22.9 + 50 + 30 
1: 200 jo— aa — 16,0 17,2 + 100 — § 


Die indirekte Pasteursche Reaktion wird hier proportional der 
Konzentrationsstirke gehemmt. Bei der Verdiinnung 1 : 200 findet 
eine geringe Hemmung der Glykolyse statt. Diese tritt dagegen bei 
héheren Verdiinnungen zugunsten einer Hemmung der direkten 
Pasteurschen Reaktion immer mehr zuriick. Ob es sich hierbei um 
eine verminderte Reaktionsbereitschaft des glykolytischen Ferments 
handelt, oder ob die Nebenvalenzkrafte des Komplexbildners spezifischer 
auf Eisen gerichtet sind, steht dahin. 

{-Amido-8-Naphthol-4-Sulfosiure und 5-Nitro-4-Chlor-2-Amido- 
phenol sind durch ihre Wirksamkeit gegeniiber Glykolyse und Pasteur- 
scher Reaktion und gleichzeitig durch ihre Affinitat zu Kupfer und 
Eisen ausgezeichnet. Sie entsprechen der Ansicht von Hecht und 
Eichholtz, die die Glykolyse der Tumorzelle als eine Kupferkatalyse 
auffassen, sowie derjenigen, die in der vorliegenden Arbeit begriindet 
wird, nach der die Pasteursche Reaktion eine Ferrokatalyse ist. 


Zusammenfassung. 


1. Die Hypothese von Hecht und Lichholtz erklart die Glykolyse 
der Tumorzelle als eine Kupferkatalyse. Durch Versuche mit 8-Oxy- 
chinolinsulfosiure und Glycerinaldehyd wird diese Hypothese bestatigt. 


2. 2-Amidophenol-4-Sulfosiure und 1-Amido-2-Naphthol-6-Sulfo- 
siure sind Schwermetallkomplexbildner, die im Versuch an Siauge- 
tieren Ferroeisen entgiften, und die die Pasteursche Reaktion der 
Tumoren spezifisch hemmen. 
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3. 1-Amido-8-Naphthol-4-Sulfosiure und 5-Nitro-4-Chlor-2-Amido- 
phenol sind Schwermetallkomplexbildner, die Kupfer und Ferroeisen 
entgiften, und die gleichzeitig Glykolyse und Pasteursche Reaktion 
hemmen. 


4. Die Pasteursche Reaktion ist demnach eine Ferrokatalyse. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden zum gréSten Teile 
durch Mittel der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft méglich 
gemacht. Gleichzeitig wird auch der I. G. Farbenindustrie, Werk 
Elberfeld, fiir die iiberlassenen chemischen Substanzen unser Dank 
ausgesprochen. 





Wirkung von Zuckersiure auf die Pasteursche Reaktion. 


Von 
Ernst Krah. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kénigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1930.) 


Nach den Erfahrungen der Chemie werden Schwermetallkatalysen 
durch Zusatz von Schwermetallkomplexbildnern gehemmt. In einzelnen 
Fallen wird indessen auch eine Verstarkung der Katalyse beobachtet. 
Nach Lichholtz ist friiher oder spiter mit Schwermetallkomplex- 
bildnern zu rechnen, die auch im biologischen Geschehen zu einer 
Verstirkung der katalytischen Schwermetallwirkungen fiihren. Eine 
derartige Substanz liegt nunmehr in der von uns untersuchten Zucker- 
siure vor, die die Pasteursche Reaktion der Tumorzelle spezifisch 
verstarkt. 

Uber die biologische Wirkung dieser theoretisch sehr interessanten 
Verbindung soll im folgenden berichtet werden. 


Versuche. 

Im Versuch an der weifen Maus entgiftet die Zuckerséure Ferroeisen 
und fallt damit in die Reihe derjenigen Komplexbildner, die spezifische 
Beziehungen zur Pasteurschen Reaktion besitzen (Krah!). Die Wirkung 
, der Zuckerséure auf den Stoffwechsel von Mausecarcinom und Jensen- 
sarkom wird durch folgende Versuche wiédergegeben. 


a) Versuche am Mdusecarcinom. 


Bei der Messung der anaeroben Glykolyse ergaben sich folgende Werte: 





5% CO, in N,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 1,5. 10-*, 0,2%, Glucose. 
N 
Konzentration ae ties ey 2 r 
ohne Zusatz mit Zusatz 
1: 200 21,4 20,7 
21,8 20,7 
19,9 19,9 
13,3 13,3 
17,7 17,4 
16,7 17,4 
20,0 19,8 
Mittelwerte : 18,7 18,5 


1 Krah, diese Zeitschr. 219, 432, 1930. 
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Diese Versuche zeigen, da die Zuckerséure, die Ferroeisen, aber nicht 
Kupfer entgiftet, auch auf die anaerobe Glykolyse unseres Carcinoms nicht 
einwirkt. Diesem Befund seien die in Sauerstoff gemessenen Ergebnisse 
gegeniibergestellt. 


5% CO, in Og, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 1,5. 10-*, 0,2°, Glucose. 





Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/, auf 


Konzentration 


Yo, Oy Vo, WY Atmung Garung 
1: 200 == 12 8.6 — 33 2.5 
-- 11,6 8.3 — 5.5 3,0 
—114 9.6 — 3,5 3,8 
— $6 11,2 — 52 3.6 
— 7,6 9.8 8,0 3.8 
Mittelwerte: — 103 9,5 — 4,1 3,3 — 60 — 65 


In einer vorhergehenden Arbeit! wird gezeigt, daB Eisenentgiftung 
an der weiBen Maus mit einer Hemmung der Pasteurschen Reaktion 
parallel geht. Die Zuckersiure demgegeniiber ist anaerob unwirksam 
und fihrt bei Gegenwart von Sauerstoff zu einer Verstérkung der 
Pasteurschen Reaktion, ein Ergebnis, das durch Erfahrungen der 
Chemie hinreichend begriindet scheint. Dabei werden am Mause- 
carcinom direkte und indirekte Pasteursche Reaktion gleichmabig 
gesteigert. 


b) Versuche am Jersensarkom. 


5% CO, in N,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 2,5. 10—*, 0,2% Glucose. 





Ny 
Konzentration @ M Hemmung 
ohne Zusatz mit Zusatz 0 
1: 200 | 19,3 15,6 20 
1: 590 18,4 — 
1: 1000 20,5 - 


Im Gegensatz zum Mausecarcinom hemmt Zuckerséure in einer 
Konzentration 1 : 200 die anaerobe Garung des Sarkoms. Bei héherer 
Verdiinnung liegen die Werte an der Grenze des methodischen Fehlers, 
so daB man hier keine sichere Wirkung annehmen kann. Um den Ein- 
flu8 der Zuckerséure auf die Pasteursche Reaktion zu untersuchen, 
wurde die Verdiinnung 1: 500 gewahlt, die die Glykolyse praktisch 
unverandert 1aBt. 


1 Krah, 1. c¢. 


Wirkung von Zuckersiure auf die Pasteursche Reaktion. 


Von 
Ernst Krah. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat K6nigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1930.) 


Nach den Erfahrungen der Chemie werden Schwermetallkatalysen 
durch Zusatz von Schwermetallkomplexbildnern gehemmt. In einzelnen 
Fallen wird indessen auch eine Verstarkung der Katalyse beobachtet. 
Nach LEichholtz ist friiher oder spiter mit Schwermetallkomplex- 
bildnern zu rechnen, die auch im biologischen Geschehen zu einer 
Verstarkung der katalytischen Schwermetallwirkungen fiihren. Eine 
derartige Substanz liegt nunmehr in der von uns untersuchten Zucker- 
siure vor, die die Pasteursche Reaktion der Tumorzelle spezifisch 
verstarkt. 

Uber die biologische Wirkung dieser theoretisch sehr interessanten 
Verbindung soll im folgenden berichtet werden. 


Versuche. 

Im Versuch an der weifen Maus entgiftet die Zuckerséiure Ferroeisen 
und fallt damit in die Reihe derjenigen Komplexbildner, die spezifische 
Beziehungen zur Pasteurschen Reaktion besitzen (Krah!). Die Wirkung 
der Zuckerséure auf den Stoffwechsel von Miausecarcinom und Jensen- 
sarkom wird durch folgende Versuche wiedergegeben. 

a) Versuche am Mdusecarcinom. 


Bei der Messung der anaeroben Glykolyse ergaben sich folgende Werte: 


5% CO, in Ny, 37,6°, Ringerlésung, Cyauco, = 1,5. 10—*, 0,2°, Glucose. 





Ne 
Konzentration Yu ; 
ohne Zusatz mit Zusatz 
1: 200 21,4 20,7 
21,8 20,7 
19,9 19.9 
13,3 13,3 
17,7 17,4 
16,7 17,4 
20,0 19,8 
Mittelwerte : 18,7 18,5 


1 Krah, diese Zeitschr. 219, 432, 1930. 
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Diese Versuche zeigen, dais die Zuckerséure, die Ferroeisen, aber nicht 
Kupfer entgiftet, auch auf die anaerobe Glykolyse unseres Carcinoms nicht 
einwirkt. Diesem Befund seien die in Sauerstoff gemessenen Ergebnisse 
gegeniibergestellt. 


5% CO, in O,, 37,6°, Ringerlésung, Cyanco, = 1,5. 10—-*, 0,2°% Glucose. 





Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/9 auf 
Konzentration ee 0. 0 ‘ : 

7 do Vy Vo, Qu Atmung Garung 

1: 200 — 12,1 8,6 — 33 2,5 

-- 11,6 8.3 — 5,5 3,0 

—114 9,6 3,5 3,8 

— 86 11,2 — 52 3.6 

— 7,6 9.8 3,0 3.8 
Mittelwerte: — 10,3 9,5 — 4,1 88 — 60 — 65 


In einer vorhergehenden Arbeit! wird gezeigt, daB Eisenentgiftung 
an der weiben Maus mit einer Hemmung der Pasteurschen Reaktion 
parallel geht. Die Zuckerséure demgegeniiber ist anaerob unwirksam 
und fiihrt bei Gegenwart von Sauerstoff zu einer Verstaérkung der 
Pasteurschen Reaktion, ein Ergebnis, das durch Erfahrungen der 
Chemie hinreichend begriindet scheint. Dabei werden am Mause- 
carcinom direkte und indirekte Pasteursche Reaktion gleichmabig 
gesteigert. 


b) Versuche am Jensensarkom. 


5% CO, in Ng, 37,6°, RingerlSsung, Cyanco, = 2,5. 10-*, 0,2% Glucose. 





Ny 


Konzentration Yu Hemmung 
ohne Zusatz mit Zusatz "lo 
1: 200 | 19,3 15,6 20 
1: 590 18,4 — 
1: 1000 20,5 - 


Im Gegensatz zum Mausecarcinom hemmt Zuckerséure in einer 
Konzentration 1 : 200 die anaerobe Garung des Sarkoms. Bei héherer 
Verdiinnung liegen die Werte an der Grenze des methodischen Fehlers, 
so daB man hier keine sichere Wirkung annehmen kann. Um den Ein- 
flu8 der Zuckerséure auf die Pasteursche Reaktion zu untersuchen, 
wurde die Verdiinnung 1: 500 gewahlt, die die Glykolyse praktisch 
unverandert 1laBt. 


1 Krah, 1. ¢. 
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5% CO, in Og, 37,6°, Ringerlésung, Cyranco,= 2.5. 10—-*, 0,2°, Glucose. 








Ohne Zusatz Mit Zusatz Wirkung in °/, auf 
Konzentration ————— ' Siete _ ini nile 0 gy i (Lie eg 
a7 Io A] uw Vo, Oy Atmung Giarung 
1: 500 — 16,8 19,2 — 18,4 15,2 + 10 — 20 
— 14,6 18,1 — 16,8 18,4 +15 ae 
Mittelwerte: — 15,7 18,6 — 17,6 16,8 + 12 — 10 


Die beobachteten Ausschlage liegen praktisch innerhalb der Grenze 
des methodischen Fehlers. Atmung und Garung des Jensensarkoms 
wird demnach im aeroben Versuch bei einer Verdiinnung 1: 500 
durch Zuckerséure nicht beeinfluBt. Die Zuckersiure deckt damit 
einen Unterschied im biologischen Verhalten zwischen Mausecarcinom 
und Jensensarkom auf. Nur beim Mausecarcinom wird die Pasteursche 
Reaktion durch Zuckersaéure spezifisch gesteigert. 

In der Zuckersaure liegt damit der erste Schwermetallkomplex- 
bildner vor, der eine biologische Schwermetallkatalyse verstarkt. 
Sie gewinnt damit prinzipielle Bedeutung fiir die Theorie der Ferment- 
reaktionen. Nachdem die Glykolyse der Tumorzelle als eine Kupfer- 
katalyse, die Pasteursche Reaktion als eine Ferrokatalyse aufgeklart 
wurde, muBte die Frage entstehen, auf welche Weise die vom Kérper 
aufgenommenen Schwermetalle mit den spezifisch katalytischen 
Eigenschaften begabt werden, die sich im biologischen Experiment 
ergeben. An anderer Stelle ist ausgefiihrt worden, daB diese spezifische 
Wirkung von Kupfer bzw. Eisen nicht durch Mischung mit anderen 
Schwermetallen entsteht. Es ist vielmehr anzunehmen, daB das auf- 
genommene Schwermetall mit biologischen Schwermetallkomplex- 
bildnern vom Typ der Zuckersiéure eine neve metallorganische Ver- 
bindung eingeht, die nunmehr durch spezifisch katalytische Eigen- 
schaften ausgezeichnet ist. Die Natur der Fermente erscheint damit 
in einem neuen Licht. 

Zusammenfassung. 

1. Zuckersdéure fiihrt im Versuch am Mausecarcinom zu einer 
Verstarkung der Pasteurschen Reaktion. 

2. Das Mausecarcinom unterscheidet sich dadurch biologisch 
vom Jensensarkom. 

3. Zuckersdéure entgiftet Ferroeisen und bestitigt damit die 
Hypothese, daB die Pasteursche Reaktion eine Ferrokatalyse ist. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft mdéglich ge- 
macht, die verwendete Substanz ist von der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Elberfeld, zur Verfiigung gestellt worden. 

















Sse 











Altersverinderungen der Oberflichenspannung des Blutserums. 
(Ein Beitrag zur Frage der Altersdisposition fiir Krebs.) 


Von 
A. Saitschenko. 


(Aus dem experimentellen biologischen und pathologischen Laboratorium 
des Obuch-Instituts zur Erforschung der Berufskrankheiten in Moskau.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist allgemein anerkannt, daB die Haufigkeit der Krebskrankheit 
mit fortschreitendem Alter zunimmt, woraus mit Recht geschlossen 
wird, daB mit zunehmendem Alter im Organismus Veranderungen 
stattfinden, welche die Disposition zum Krebs steigern. 

DaB diese zum Krebs pradisponierenden Altersveranderungen einen 
recht ausschlaggebenden Faktor bei der Entstehung und dem Wachstum 
maligner Neubildungen bilden miissen, geht aus einigen statistischen 
Angaben deutlich hervor. Ganz auffallend in dieser Hinsicht sind die 
Beobachtungen von van Dorssen' iiber die Haufigkeit der Melanosarkome 
bei Pferden, welche zeigen, dali die Haufigkeit der Melanosarkome mit dem 
Alter stetig zunimmt und bei Pferden im Alter iiber 15 Jahren bis zu 80°, 
betragt. Auch die Angaben von Lgl? iiber die zunehmende Haufigkeit der 
primaéren multiplen Tumoren mit dem Alter sprechen recht klar fiir eine 
mit dem Alter fortschreitende Veranderung des Gesamtorganismus, welche 
die Entstehung bzw. das Wachstum des Krebses begiinstigt. Fiir diese 
immerhin wesentliche und charakteristische Eigenschaft der Krebskrankheit, 
eine ,,Alterskrankheit‘*‘ zu sein, liegt aber, soweit uns bekannt ist, keine 
befriedigende Erklarung vor. 

Aus den meisten in Betracht kommenden Theorien tiber Ent- 
stehungs- und Wachstumsbedingungen des Krebses laBt sich diese 
Altersbegiinstigung des Krebswachstums nicht erkliren und es wurde 
unseres Wissens auf Grund derselben ein solcher Erklarungsversuch 
auch nicht unternommen. Ein Umstand, der um so auffallender ist, 


1 Zitiert nach Fischer, Handb. d. norm, u. pathol. Physiol. Bd. XIV, 
2, 1701. 
* Zitiert nach Fischer, a. a. O. 8. 1348. 
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als ja die Leistungsfaihigkeit einer jeden Theorie der Krebsentstehung 
und des Krebswachstums doch vor allem daran gepriift werden muB, 
wie weit sie imstande ist, die wesentlichsten und charakteristischen 
Eigenschaften des Krebses zu erklaren. 

Auf Anregung von £. Bauer unternahm ich daher eine Prifung 
seiner Theorie in der Hinsicht, ob dieselbe eine Erklarung der Alters- 
disposition fir den Krebs geben kann bzw. ob die Schliisse, welche 
diesbeziiglich aus der Theorie Bauers gezogen werden miissen, sich 
durch die Erfahrung bestatigen. Wenn, wie es diese Theorie behauptet, 
die Verminderung der Oberflachenspannung der Gewebssifte, speziell 
des Blutserums, die notwendige und wesentliche Bedingung der Ent- 
stehung und des Wachstums des Krebses darstellt, so mu nach dieser 
Theorie erwartet werden, daB im Alter die Oberflichenspannung des 
Serums abnimmt. 

Wir untersuchten die Oberflachenspannung des Blutserums von 
insgesamt 315 Individuen der verschiedenen Altersgruppen. Die er- 
haltenen Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Tabelle. 
Anzahl om Mittelwert der Oberflichen- 
der Falle : spannung in dyn./cm 
| 

50 0—10 Jahre 56,5 

50 10—20 , 57,1 

50 20—30 , 56,7 

50 30—40 i, 57,1 

50 40—50 , 57,1 

15 50—60 , ‘ 56.5 

50 60—105 55,5 


Die Abb. 1 zeigt den Verlauf der Mittelwertskurve der Oberflachen- 
spannung als Funktion des Lebensalters. Gemessen wurde mit der 
AbreiBmethode mit Hilfe der Torsionswaage. Das Blut wurde niichtern 
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entnommen. Die Anzahl der Fille in jeder Altersgruppe war, mit 
Ausnahme einer, gleich und betrug 50. Das Material war homogen, 
es stammte aus Ambulatorien und einem Altersheim. Es waren ambu- 
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lante, nicht kranke Individuen. Die Anzahl der positiven Wassermann- 
reaktionen betrug in jeder Gruppe 8 bis 10°). 


Es zeigt sich also, in Ubereinstimmung mit der Theorie, daB die 
Oberflachenspannung des Serums nach dem 50. Lebensjahre mit dem 
Alter eine ausgesprochene Tendenz zur Abnahme zeigt. 


Die angefiihrte Tabelle bzw. Kurve zeigt die Anderungen der Mittel- 
werte, wobei die recht groBen individuellen Schwankungen natiirlich 
iiberdeckt werden durch die Starke der Gruppen. Dafiir gewinnen 
aber die Differenzen, die hier zum Vorschein kommen, einen viel 
gréBeren Wert, wenn sie auch absolut nicht groB sind. Daf sogar 
der geringere Wert im Kindesalter (56,5) bis zu 10 Jahren, welcher 
gegeniiber dem Durchschnittswert des mittleren Alters (57,1) eine 
Differenz von nur 0,6 dyn/cm zeigt, nicht durch zufallige individuelle 
Schwankungen bedingt wurde, sondern ebenfalls einer reellen Gesetz- 
maBigkeit entspricht, geht aus der Abb.2 hervor, in welcher die 
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Abb. 2. 


Variationskurven fiir das Kindesalter, das hohe Alter und die mittleren 
Altersgruppen dargestellt sind. Wahrend die Variationskurve der 
mittleren Altersgruppen eine grobe Streuung und ein unscharfes 
breites Maximum zeigt, zeigen diejenigen des Kindes- und hohen 
Alters ein sehr scharfes Maximum mit bedeutend geringerer Streuung, 
ein Beweis dafiir, daB hier der EinfluB des Alters auf die Oberflachen- 
spannung iiber die sonstigen Faktoren tiberwiegt. Auch ist aus diesen 
Kurven noch zu sehen, daB, wahrend bei der Variationskurve des 
Kindesalters eine geringe Asymmetrie im Sinne einer gréBeren Streuung 
nach rechts, also nach den gréBeren Werten zu besteht, diejenige des 
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hohen Alters eine Asymmetrie im Sinne einer gréBeren Streuung nach 
den extrem kleinen Werten zu zeigt. 

Es geht also aus diesen Messungsergebnissen hervor, daB die 
Verminderung der Oberflichenspannung des Serums eine Alters- 
veranderung darstellt, welche die individuellen Differenzen iiberdeckt. 
Diese Abnahme der Oberflaichenspannung tritt natiirlich, ebenso 
wie andere typische Altersveriinderungen, bei den verschiedenen 
Individuen in verschiedenem MaBe und in verschiedenen Zeitriumen 
ein. Sie ist aber ebenso wie andere typische Altersverinderungen 
eine allgemeine gesetzmaBige Alterserscheinung. 

Wir kommen somit zu dem Ergebnis, daB der aus der Theorie 
Bauers zu ziehende SchluB, wonach das Altern mit einer Abnahme 
der Oberflichenspannung der Gewebssifte, speziell des Blutserums, 
einhergehen muB, sich durch die Erfahrung bestatigt und die Theorie 
daher auch die charakteristische Altersdisposition fiir Krebs be- 
friedigend erklart. 

Neben den zahlreichen experimentellen Bestatigungen, die mannig- 
fache, aus dieser Theorie gezogene Konsequenzen durch verschiedene 
Versuche verschiedener Verfasser erfuhren, sehen wir in diesem Er- 
gebnis eine neue Stiitze derselben. 


Demgegeniiber kénnen Einwinde, wie sie z. B. in einer neuerdings er- 
schienenen Arbeit von V. EH. Mertens! angefiihrt werden, natiirlich nicht 
ernstlich in Betracht gezogen werden, da sie entweder nicht auf sauber durch - 
gefiihrten planmaBigen Experimenten, sondern auf Einzelbeobachtungen 
beruhen oder spekulativer Art sind, die auf augenscheinliche Mi®verstand- 
nisse gewisser Begriffe und Tatsachen gegriindet sind. Es laSt sich natiirlich 
aus einem Falle, in welchem abwechselnd eine gallensaure Salzlésung 
allein, dann mit Adrenalin usw. unter die Haut gespritzt wurde, nichts fiir 
oder gegen die Theorie schlieBen. Sehen wir doch aus der sorgfaltigen und 
breit angelegten Arbeit von T'wort und Ing*, die in demselben Heft erschien, 
daB ausgesprochen krebserzeugende Agenzien, welche bei Pinselung der 
Haut regelmaéGig zu Krebsentwicklung fiihren, unter die Haut oder intra- 
peritoneal injiziert, nicht zu Krebs fiihren, woraus in keiner Weise ge- 
schlossen werden kann, da® diese Substanzen die Krebsentstehung nicht 
begiinstigen, denn das wiirde in krassem Widerspruch zu den Tatsachen 
stehen. Offenbar handelt es sich um verschiedene Bedingungen der Re- 
sorption usw. Aus dem einen nicht ganz klaren Versuch von Mertens laBt 
sich héchstens ein SchluB ziehen, namlich der, da in diesem Falle die 
Injektion von gallensaurem Salz eine lokale Wucherung des Bindegewebes 
hervorrief, was natiirlich eher fiir als gegen die Annahme spricht, daf 
eine oberflichenaktive Substanz die Wucherung des Gewebes férdert. 
DaB aber das vorherige lang dauernde Bestreichen der Haut mit einer ober- 
flachenaktiven Substanz die Krebsentstehung durch Teerpinselung be- 
giinstigt, geht aus Versuchen von Jwort und Ing ebenfalls klar hervor, 


1 Krebsforschung 27, H. 4, 1928. 
2 Ebendaselbst 27, H. 4, 1928. 
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welche nach lang dauernder Pinselung mit Olséure ein rascheres Angehen 
der Teertumoren fanden als in Kontrollversuchen, und die Kontrollversuche 
mit Milchséure zeigten, da’ es sich dabei nicht um einen Saureeinflub 
handelt. 

Der Einwand, daB es sich bei der Erniedrigung der Oberflachen- 
spannung um eine Folgeerscheinung der Zellvermehrung handeln kénnte, 
wird durch die Versuche von Bauer!, Kagan*, Mainx*® usw. hinfillig, in 
welchen die beschleunigte Zellteilung experimentell durch Zugabe ober- 
flachenaktiver Substanzen hervorgerufen wurde. 

Einwande, wie z. B. da’ Narkotica ausgesprochen oberflichenaktiv 
sind und doch die Zellteilung hemmen, beruhen auf einem doppelten Irrtum. 
Erstens zeigen die Versuche z. B. von Mainz, da8 auch Ather die 
Zellteilung beschleunigt, anderenteils ist natiirlich von einer in ihrer Lebens- 
tatigkeit stark geschidigten Zelle ebensowenig zu erwarten, dal sie sich 
durch Verminderung der Oberflichenspannung rascher teilen wird, wie 
von einer toten Zelle keine Teilung erwartet werden kann. 

Wenn wir somit sehen, daB die Theorie, nach welcher die Ver- 
minderung der Oberflichenspannung eine beschleunigte Zellteilung 
und Isolierung der Zellen hervorruft und somit zur Entstehung des 
bésartigen Wachstums fiihren kann und eine notwendige Bedingung 
der Krebsentstehung darstellt, sich durch zahlreiche Experimente 
bestatigte, und, wie wir zeigten, auch die charakteristische Alters- 
disposition zum Krebs erkliren kann, so scheint uns die Frage, die 
Anhaufung welcher Stoffwechselprodukte im Serum beim Alter fiir 
diese Abnahme verantwortlich zu machen sei, von nicht geringem 
Interesse. Dies um so mehr, als ja bekanntlich die Krebsdisposition 
mit verschiedenen Stoffwechselstérungen in Zusammenhang gebracht 
wird. Von besonderem Interesse sind diesbeziiglich die Untersuchungen 
von T'yuzi Tominaga*, nach welchen die Oberflichenspannung des 
Serums durch die ersten EiweiBabbauprodukte, die Peptone und 
Albumosen bestimmt wird. Untersuchungen in dieser Hinsicht sind 
in unserem Laboratorium im Gange. 


Zusammenfassung. 


Es wird die Altersabhangigkeit der Oberflichenspannung des 
Blutserums untersucht und gezeigt, daB dieselbe mit dem Alter ab- 
nimmt. Da die Krebsdisposition im Alter zunimmt, wird hierin eine 
weitere Stiitze der Theorie erblickt, wonach die Verminderung der 
Oberflachenspannung die Krebsentstehung begiinstigt. 


1 Bauer, Arch. f. Entwicklungsmech. 101, H.4; Zeitschr. f. Krebs- 
forschung 20. 

* Kagan, ebendaselbst 21. 

3 Mainz, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 41, 1923. 

4 Tyuzt Tominaga, diese Zeitschr. 141, 1923. 
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Mit 8 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


AnlaB zu den hier mitgeteilten Untersuchungen waren die 
Publikationen von O.M. Henriques (1), der ebenso wie mehrere 
andere (2) vor ihm aus der Geschwindigkeit, womit Gas in Fliissig- 
keiten verschwindet, bzw. von denselben abgegeben wird, iiber die Ge- 
schwindigkeit der sich in der Fliissigkeit abspielenden Reaktionen 
Folgerungen zieht. Es erschien uns wiinschenswert, die Faktoren zu 
untersuchen, welche die Geschwindigkeit der Gasaufnahme durch 
Flissigkeiten beeinflussen, und an Hand der in dieser Weise erworbenen 
Ergebnisse die gleichfalls von Henriques untersuchte Bindung von 
Kohlenséure an Serum und an Hamoglobin zu vergleichen. 

Nach Krogh (3) mu8 man es fiir wahrscheinlich halten, daB, so- 
bald Gas mit einer Flissigkeit in Beriihrung gebracht wird, sich im 
selben Moment zwischen dem freien und dem in der Oberfliche auf- 
gelésten Gas ein Gleichgewicht einstellt. Hieraus geht hervor, dab 
die Geschwindigkeit, mit der Gas in einer stillstehenden Fliissigkeit ver- 
schwindet, ausschlieBlich von der Geschwindigkeit der Diffusion des 
Gases aus der Oberflaiche beherrscht wird. Diese Diffusion hangt ab von 
der Diffusionskonstante und dem Konzentrationsgefalle. Wenn in der 
Fliissigkeit jedoch eine Bewegung stattfindet, tritt neben der Diffusion 
der viel stirkere EinfluB der Mischung auf. Die Menge gasgesittigter 
Fliissigkeitsteilchen in der Grenzfliche, welche innerhalb einer be- 
stimmten Zeit von ungesdttigten, aus dem Innern der Fliissigkeits- 
masse herriihrenden Teilchen ersetzt wird, bestimmt den EinfluB der 
Mischung auf die Gasaufnahme. Dies haingt teilweise von der Zeit ab, 
in der jedes Teilchen sich an der Oberfliche befindet, also von der 
Intensitat der Mischung und teilweise von der Menge ungesattigter 
Teilchen im Innern. Daher nimmt bei gleichbleibender Intensitat 
der Mischung der Einflu8 ab, je nachdem das Innere der Fliissigkeit 
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mehr gesittigt wird oder, was dasselbe ist, je nachdem das Volumen 
Gas abnimmt, das die Fliissigkeit noch aufzunehmen vermag; so dab 
die Geschwindigkeit der Gasaufnahme bei konstanter Mischungs- 
geschwindigkeit in der Flissigkeit durch die Formel ausgedriickt wird: 
dvjdt = k(v,,—v). Hierin ist v,, die totale Quantitét Gas, welche bei 
herrschender Temperatur und Barometerdruck aufgenommen werden 
kann, und v das nach der Zeit ¢ aufgenommene Gasvolumen. Hierbei 
wird vorausgesetzt, daB jedes Fliissigkeitsteilchen, wenn es die Ober- 
flache verlaBt, im Gleichgewicht mit der Gasphase ist. Dies nun wird 
immer der Fall sein, ausgenommen, wenn in der Fliissigkeit eine Bindung 
des Gases auftritt, welche so langsam vor sich geht, daB diese Reaktion 
noch nicht ganz beendet ist, wenn das Fliissigkeitsteilchen die Ober- 
flache wieder verlaBt. In diesem Falle ist die Geschwindigkeit der 
Gasaufnahme nicht bloB von dem Volumen Gas abhingig, das noch 
aufgenommen werden kann, sondern zugleich von der Reaktions- 
geschwindigkeit. Die Geschwindigkeit aller schnelleren Reaktionen, 
wobei also Gleichheit mit der Gasphase erreicht worden ist, ehe ein 
Fliissigkeitsteilchen die Oberfliche verlaBt, ist nicht zu bestimmen, 
auch nicht vergleichsweise, mit Methoden, welche auf Mischung be- 
ruhen, weil die Aufnahmegeschwindigkeit in einem bestimmten Moment 
hier ausschlieBlich durch die Quantitat bestimmt wird, welche noch 
aufgenommen werden kann, und also ausschlieBlich von der Intensitat 
der Mischung abhaingt. Es ist nur méglich, bei einer gegebenen Misch- 
intensitét zwischen schnellen und langsamen Reaktionen zu unter- 
scheiden, d. h. zwischen Reaktionen, welche beendet sind, bevor ein 
Flissigkeitsteilchen die Oberflache verliBt, und solchen, bei denen dies 
nicht der Fall ist. Bei ersteren nimlich beherrscht die Intensitat der 
Mischung die Geschwindigkeit der Gasaufnahme und es gilt die 
erwahnte Formel dv/dt = k (v.,. —- v), bei letzteren ist dies nicht der 
Fall. Nach diesen Erwigungen haben wir unsere erste Versuchsreihe (A) 
mit dem unten zu beschreibenden Apparat angestellt. 


Versuchsreihe A. 
Methodik. 


Von den Gasen wurde ausschlieBlich Kohlenséiure untersucht, teils 
wegen der grofen Léslichkeit dieses Gases in Wasser und wisserigen 
Lésungen, teils, um ebenso wie Henriques die Bindung dieses Gases an 
Serum und Hamoglobin vergleichen zu kénnen. Von den gebrauchten 
Fliissigkeiten waren das Wasser und die wisserigen Lésungen im Gleich- 
gewicht mit Zimmerluft bei herrschender Temperatur und Druck. 
Das Serum und die Hb-Lésungen waren vorher bei 37° C evakuiert, die 
Hb-Lésungen wurden nach den Athermethoden hergestellt und enthielten 
+ 10g Hb pro 100 ccm, das py war 7,4 bis 7,6. Allen Fliissigkeiten wurde 
eine Spur Capryl- oder Oktylalkohol zugesetzt, um Schéumen zu verhiiten. 
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Der Apparat besteht aus einem Behialter a (Abb. 1), der vor dem 
Anfang des Versuchs von einer Bombe aus mit Kohlensaéure durchstrémt 
wird, welche in der Flasche bb mit Wasserdampf geséttigt worden ist. 
Zu gleicher Zeit werden dann alle Leitungen und auch der Volumen- 
schreiber c mit Kohlenséure durchspiilt. Das Auswaschen des Behilters a wird 








Abb. 1. 


sichergestellt, indem man schon jetzt das darin befindliche Schaufelrad 
sich schnell herumdrehen l48t. Wenn erwartet werden kann, da alle Luft 
durch Kohlenséure ersetzt ist, werden die Schreibspitzen des Volumen- 
schreibers c und des Zeitschreibers d gegen die Trommel gestellt und die 
Kohlenséurezufuhr durch Drehen des Hahnes e abgesperrt, wonach der 
Volumenschreiber c auf dem beruBten Papier eine horizontale Linie schreibt. 
Nun wird durch schnelles Eindriicken der Spritze f eine bestimmte Quantitat 
a (5cem) der zu untersuchen- 

den Fliissigkeit in Behalter a 

gespritzt. Beim Eintreten 
in den Behalter spritzt die 
Fliissigkeit gegen die sich her- 
umdrehenden Schaufeln und 
wird also schon gleich sehr 
fein zerteilt. Uhberdies sind 
die Schaufeln alternierend 
gestellt und an den Raéndern 
mit diinnen Gummistreifen 
versehen, welche an dem 
Boden und den Wanden des 
Behalters hinstreichen, so 
daB auch nach der Einspritzung eine intensive Mischung der Fliissigkeit 
verbiirgt ist. Wahrend der Einspritzung der Fliissigkeit steigt natiirlich 
der Volumenschreiber, aber sofort sinkt dieser wieder durch Gas- 
aufnahme in die Fliissigkeit, um wieder eine horizontale Linie zu 
schreiben, wenn das Gleichgewicht erreicht ist. In Abb. 2 ist eine in 
dieser Weise erhaltene Kurve dargestellt. Was in dem ersten Moment 
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des Kontaktes zwischen Fliissigkeit und Kohlenséure geschieht, ist aus 
der Kurve nicht zu ersehen, weil dann die Einspritzung stattfindet; aber 
nach + % Sekunde ist der Vorgang der Kohlenséureaufnahme von Moment 
zu Moment zu beobachten. Obendrein ist das Volumen Kohlensaure, 
welches die Fliissigkeit maximal aufnehmen kann, bei der herrschenden 
Temperatur und Druck im Abstand von b zu a gegeben, vermehrt durch 
das Volumen der eingespritzten Fliissigkeit (d). 


Ergebnisse. 

Wie in der Einleitung schon erértert wurde, mub es méglich sein, 
mit dieser Apparatur nachzuweisen, ob sich in der Fliissigkeit eine 
langsame Bindung der aufgenommenen Kohlensdure abspielt. Ist 
dies nicht der Fall, so wird, wie schon dargelegt worden ist, die Ge- 
schwindigkeit der Gasaufnahme ausschlieBlich durch die Mischung 
bestimmt und verlauft nach der Formel dv/dt = k (v., --v). Ob also 
die Bindungsgeschwindigkeit auf die Geschwindigkeit der Kohlensiéure- 
aufnahme EinfluB hat, hangt ausschlieBlich von der Intensitét der 
Mischung ab. Diese muB also gleich sein, wenn wir verschiedene Fliissig- 
keiten vergleichen, und obendrein hat sich als nétig erwiesen, die Mischung 
so intensiv wie méglich zu gestalten, und sogar in diesem Falle war die 
Mischung immer noch zu trage, um zwischen den schnelleren Reaktionen 
einen Unterschied zu ergeben. Alle hier zu erwaihnenden Ergebnisse 
wurden denn auch mit nahezu derselben Mischintensitat erzielt, und 
zwar mit der gréBten, deren die erwaihnte Apparatur fahig war. 

Aus der 6fters genannten Formel dv/dt = k (v,, —- v) geht hervor: 
log (v,, -- v) = —kt +c, und bei ¢ = 0 ist v = 0, also c = logv,, so 
daB log (v,, —v) = —- kt + log v,,. 

Wird nun im Diagramm log (v,, —v) als Funktion der Zeit 1 
eingetragen, so muB dies eine gerade Linie geben, wovon der Tangens 
des Neigungswinkels die GréBe von k angibt. Dieser Wert von k muB 
ungefahr gleich sein in allen Fallen, wo die Mischung die Aufnahme- 
geschwindigkeit der Kohlensiure bestimmt; wenn die Aufriahme- 
geschwindigkeit der gegebenen Formel nicht entspricht, weist das auf 
eine langsame Bindung in der untersuchten Fliissigkeit hin. 

Betrachten wir nun an Hand der Tabelle I und Abb. 3 die er- 
haltenen Resultate, so ergibt sich aus dem Diagramm, dab die Ge- 
schwindigkeit der Kohlensiureaufnahme in allen untersuchten Flissig- 
keiten ausschlieBlich von der Mischung abhangt, die Aufnahme durch 
Serum ausgenommen. Uberdies zeigt sich, daB die Neigung der Linie, 
also der Wert von k (Tabelle I) fiir alle anderen Flissigkeiten ungefihr 
gleich groB ist, was den oben angegebenen Erwigungen entspricht, 
wenn man annimmt, was wohl sehr wahrscheinlich ist, daB die ge- 
fundenen Unterschiede auf ungleiche Intensitét der Mischung in den 
verschiedenen Versuchen zuriickzufiihren sind. Wir kommen also -zu 
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Untersuchte 
Flissigkeit 


Wasser 


Ringer 


” 
Wasser 


Ultrafiltrat 


- 


Hamoglobin 
+ 10 g pro Liter 
Dasselbe 


” 


NaOH, 0,03n 
NaOH, 0,03n 


Serum 


Tabelle I. 

wr, | Temperatur | Panoneer | Avagntum CO. 
9C mm ecm 
1—5 15 756 4,62 
31 20 758 4,08 
51 16 769 4,81 
52 16 769 4,57 
54 16 769 4,57 
63 16 760 4,80 
64 16 760 4,89 
67 16 760 4,55 
74 17 760 4,61 
75 17 760 4,48 
76 17 760 441 
80 16 760 4,65 
88 141), 7671/5 4,88 
$1 16 760 5,05 
82 16 760 4,98 
83 16 760 4,98 
59 16 766 7,45 
62 16 766 7,59 
71 17 760 6,99 
72 17 760 6,97 
73 17 760 6,94 
46 20 7611), 7,27 
47 20 7611/5 7,21 
77 16 760 5,56 
78 16 760 5,62 
79 16 760 5,62 
55 161), 768 5,82 
56 16/5 768 5,91 
57 161/, 768 5,92 
58 161), 768 5,90 





























Abb. 3. 
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dem Ergebnis, daB von den Fliissigkeiten, von denen das Totalvolumen 
aufgenommene Kohlensiure angibt, daB eine Bindung stattgefunden 
hat, nur in Serum diese Bindung, welche hier verhaltnismaBig gering 
ist, so langsam vor sich geht, daB sie mit der gebrauchten Apparatur 
nachweisbar ist. Die iibrigen schnelleren Bindungen sind in Versuchs- 
reihe B untersucht worden. 


Versuchsreihe B. 

Es erwies sich als unmdéglich, in dem schon beschriebenen Apparat 
die schnelleren Reaktionen zu untersuchen, selbst mit der intensivsten 
Mischung, daher wurde zu diesem Zwecke ein Apparat entworfen, der 
auf einem ganz anderen Prinzip beruht. 


Nehmen wir wieder an, daB, wenn eine stillstehende, kohlensaure- 
freie Fliissigkeit plotzlich mit diesem Gas in Beriihrung gebracht wird, 
die oberflachliche Fliissigkeitsschicht sofort mit der Gasphase im 
Gleichgewicht ist. Nun wird die Diffusion von dieser Oberfliche aus 
in den ersten Augenblicken sehr schnell vor sich gehen, weil das Konzen- 
trationsgefille iiber kurzen Abstand dann groB ist. Diese Geschwindig- 
keit nimmt bald ab, bis sich ein regelmaiBiges Konzentrationsgefille 
gebildet hat, wird aber ganz beherrscht von bekannten Diffusions- 
gesetzen und eventuell durch die Geschwindigkeit, mit der das Gas in 
der Fliissigkeit gebunden wird. Die groBe Eingangsgeschwindigkeit 
in den ersten Augenblicken des Kontaktes zwischen Gas und Fliissig- 
keit bietet die Méglichkeit, hiermit sehr schnelle Reaktionen nach- 
weisen zu kénnen. 


Methodik. 


Der fiir diese Versuche benutzte Apparat ist in Abb. 4 und 5 
dargestellt. Hierin stellt @ eine glaserne Gaskammer vor, von etwa 
10cem Inhalt, welche unten durch Quecksilber abgesperrt ist und welche 
vor dem Beginn des Versuchs durch die Hahne b und ¢ von einer Bombe 
aus mit Kohlensaure durchstr6émt wird, welche vorher mit Wassercampt 
gesattigt worden ist. Die zu untersuchende Fliissigkeit wird durch die 
Kohlenséiureumgebung als ein feiner Strahl gespritzt (Durchmesser 0,4 mm), 
welcher ununterbrochen die AusfluB6ffnung d mit der AbfluBdéffnung ¢ 
(Durchmesser 0,6 mm) verbindet. Das Fliissigkeitsniveau wird genau 
auf der Héhe e gehalten durch Verstellen von Rohr /, welches mit eine 
Wasserstrahlsaugpumpe verbunden ist. Durch eine richtige Form von « 
und genaues Einstellen von / ist das MitreiBen von Gas durch den 
Fliissigkeitsstrom leicht zu verhiiten. Um einen Strahl zu bilden, wird ¢ 
erst auf die Héhe von d gebracht, dann die Flitssigkeit in Bewegung gesetzt, 
und wenn man dann e langsam von d entfernt, kann zwischen diesen beiden 
Punkten ein Fliissigkeitsstrah] von bekannter Lange erzeugt werden. Bei 
regelmaBiger, erschiitterungsfreier Fliissigkeitszufuhr und einer genau runden 
und scharf geschliffenen AusfluBéffnung bei d zeigt dieser Strahl sich als 
eine stillstehende Saéule. Eine kaum merkliche Einschniirung bei d und eine 
ebensoleche Ausdehnung bei e sind zu gering, um bei der Berechnung der 
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Oberfliche nicht annehmen zu diirfen, da8 man‘es"mit einer rein zylin- 
drischen Saéule mit einem Diameter, welcher der AusfluBé6ffnung d gleich 
ist, zu tun hat. Regelmabige Fliissigkeitszufuhr wird durch eine mittels 








Abb. 4. 


eines Uhrwerkes (h) getriebene Pumpe (p) erzielt (Abb. 5), welche Ol nach 
einem Behilter 2’ treibt, der mit Quecksilber gefiillt ist, welches hieraus ver- 
trieben wird nach Behalter R’” und die zu untersuchende Fliissigkeit aus 
demselben vertreibt. In der kurzen Zeit, wihrend welcher die Fliissigkeit 
die Gaskammer passiert, nimmt sie Kohlensiure auf, und wenn nun der 
Hahn c abgeschlossen ist und b in den abgebildeten Stand gebracht worden 
ist, ist die Gaskammer a mit der Mefbkapillare k 
verbunden. Aus der Bewegung des hierin befind - 
lichen Petroleumtropfens ist die Geschwindigkeit 
der Gasaufnahme abzulesen. 


Die GréBe der Beriihrungsoberfliche zwischen 
Fliissigkeit und Gas wird von dem Diameter der 
Fliissigkeitssiule bestimmt. Nehmen wir an, dal, 
wie es in einem unserer Versuche geschah, 37,9 ccm 
Lésung durch die Gaskammer strémen und dal 
der Strahldiameter 0,4mm betrigt. Man kann 
sich dann diese Fliissigkeitsquantitaét als eine 
Saéule des gegebenen Durchschnitts und einer 
Lange von 30100cm vorstellen, also mit einer 
Oberfliche von 3780 qem, einer Totalberiihrungs- 
oberfliche, die von der wirklichen Lange des 
Strahls, naémlich von dem Abstand zwischen d 
und e unabhangig ist. Dieser Abstand bestimmt 
Abb. 5. bei einer gegebenen Stromgeschwindigkeit die 
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Zeit, wahrend welcher die genannte Fliissigkeitsoberflache mit dem Gas 
in Berithrung ist. Bringt man die AusfluB6ffnung d und die Abflub- 
6ffnung e dicht nebeneinander und 1laBt die Fliissigkeit durchstrémen, 
so miBbt man die Geschwindigkeit der Kohlenséureaufnahme im aller- 
ersten Moment des Kontaktes zwischen Fliissigkeit und Gas, und zwar 
iiber eine Beriihrungsoberfliche von 3780 qem, wenn man, wie in dem 
genannten Falle, 37,9 cem durchflieBen lat. In folgenden Versuchen 
mit gréBerem Abstand zwischen d und e kann man die Eingangsgesch windig- 
keit vor langerer Kontaktdauer bestimmen bis zu etwa 0,01 Sekunden. 
In dieser Weise erméglicht dieser Apparat es, die Aufnahme von Gasen 
durch Fliissigkeiten iiber eine bekannte Oberflaiche in den allerersten 
Momenten des Kontakts zu beobachten. Die Stromgeschwindigkeit wird 
nach jedem Versuch einzeln gemessen, indem man wahrend einer bestimmten 
Zeit die aus d strémende Fliissigkeit auffangt. 


Ergebnisse. 

Wasser. Um uns mit der Apparatur vertraut zu machen, wurde eine 
groBe Anzahl von Versuchen mit Wasser angestellt, das im Gleichgewicht 
mit Zimmerluft und also nahezu kohlensaurefrei war. Ein typisches 
Beispiel des Zusammenhanges zwischen den aufgenommenen Volumen 
Kohlensiure mit der Beriihrungszeit gibt die hier abgebildete 
Kurve (Abb. 6). Die Verarbeitung dieser Daten gab uns Gelegenheit, 
die schon 6fters zitierte Voraussetzung von Krogh zu priifen, da8 fiir 
den Ubergang freien Gases in den gelésten Zustand keine Zeit erfordert 
wird, nimlich indem wir untersuchten, ob die Eingangsgeschwindigkeit 
ausschlieBlich auf Diffusion beruhe. Zu diesem Zwecke haben wir 
letzteres vorausgesetzt und darauf folgende Berechnung! begriindet: 


Gesetzt, die Oberfliche ist momentan gesattigt; die Konzentration 
in der Grenzflache = cy, und in einem Abstand x von der Grenzflaiche 
besteht nach einer Zeit ¢ die Konzentration c, so ist 


= e¥ dy, 


2\pt 
worin D = Diffusionskoeffizient, denn dieses Integral entspricht der 
Diffusionsgleichung: D . 0?c/d 2? = dc/dt. 
Fiir das Konzentrationsgefille 0c/dx bei der Grenzfliche (also fiir 


4 dc Cy 
x = 0) geht hieraus hervor (oe = \ Di 
a 


Sekunde nach innen diffundiert, ist an der Grenzflaiche 
Oc c,\)D 
) , also: . 
0 x/, \at 


Die Quantitat, die pro 


D-( 


1 Diese Berechnung verdanken wir Herrn Prof. Dr. Zernike. 
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In der Zeit von 0 bis t also 


t 
Co J D dt — » C J Dt E 
\xt 1m 


0 


Bezeichnen wir die Quantitat Kohlensiure pro Quadratzentimeter in 

, “e : a Dt 

einer bestimmten Zeit ¢ aufgenommen durch y, dann ist 4 = 2 co | : 
bf 


so dab, wenn yz als Funktion von \t eingetragen wird, man eine gerade 


, ‘ — re 
Linie finden muB, deren Richtungskoeffizient 2 co] gleich ist, und 
a 
da c, bekannt ist, ist hieraus D zu berechnen (Abb. 6). Nach dieser 
Berechnung finden wir aus drei Versuchen mit Wasser mit sehr 
mmm C02 
aufgenommen 
pro cin @ 
Q5 





a4 





a Se aS 2 ee Se ee ee ee ee 


4 a 


oT, tat Ca ee 2 
VBeruhrungsze? x 10? 
Berihrungszelt itt 0,001 Seh 











Abb. 6. 


verschiedener Gr6éBe der Beriihrungsoberflache: D = 1,37 qem/Tag, 
1,61 qem/Tag, 1,46 qcm/Tag, wahrend der in der Literatur (Landolt) 
angegebene Wert fiir den Diffusionskoeffizienten von Kohlensaure in 
Wasser 1,38 und 1,54 qem/Tag betragt 


Laugelésungen. Wenden wir uns jetzt zu Fliissigkeiten, in denen 
die Kohlenséiure an der Oberflache nicht nur durch Diffusion ver- 
schwindet, sondern bei denen in der Fliissigkeit obendrein eine schnelle 
Kohlenséurebindung stattfindet. Zu diesem Zwecke wurden KOH- 
Lésungen gewahlt, von denen man allgemein annimmt, daB die Kohlen- 
siurebindung darin momentan vor sich geht. In Abb. 7 sind die 
Aufnahmegeschwindigkeiten fiir drei Laugelésungen verschiedener 
Konzentration mit der Aufnahme durch Wasser verglichen. Wie 
zu erwarten war, hat die schnelle Bindung der gelésten Kohlensiure 
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einen sehr groBen EinfluB auf die Aufnahmegeschwindigkeit ; diese hat 
sich im Vergleich zu Wasser sehr stark vermehrt. Uberdies zeigt es sich, 
daB die pro Oberflacheneinheit in gleicher Zeit aufgenommene Quantitat 
Kohlensaure mit der Konzentration der verwendeten Lésungen steigt. 


mm Clz auf genommen proc * 














| 
2 4 6 8 WW tt ih «6 «8 22 mM 


Berutrungszeit in 10° Sek 


Abb. 7. 


Biologische Fliissigkeiten. Das fiir diese Versuche gebrauchte 
Rinderserum und -hamoglobin war wieder bei 37° evakuiert worden 
und die Hamoglobinlésungen nach der Athermethode hergestellt. Die 
Aufnahmegeschwindigkeiten sind fiir einige 
Serum- und Hamoglobinversuche in Abb. 8  7°C); autgerommer oro om’ 


> 


verglichen mit Wasser. Hieraus ergibt—sich, a os rtaf 
daB in der untersuchten Zeitdauer von | peel 

0,005 Sekunden die Geschwindigkeit der ” gg a px | | 
Kohlensaéureaufnahme sowohl fiir Serum als - | | 9" 


fiir Himoglobinlésungen der fiir Wasser gleich 
ist, woraus in Anbetracht der Ergebnisse der 
Versuche mit KOH-Lésungen  geschlossen . 
werden muB, daB in der untersuchten Zeitdauer | 
weder in Serum noch in Hamoglobinlésungen 


-e 


, 3 Z r 
e 


Serihrungszeit in 3001 Sek 


eine Bindung von Kohlensaure stattfindet. Da Abb. 8 
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Hartridge und Roughton (4) finden, daB die Halbwertzeit fiir die Sauer- 
stoffbindung durch Himoglobin weniger als 0,0014 Sekunden betragt, 
zeigt es sich, daB die Kohlensdiurebindung viel langsamer verlauft. 


Zusammenfassung. 


Daten werden angefiihrt fiir die Richtigkeit der Auffassung von 
Krogh, daB die Lésung von Gas in einer Fliissigkeitsoberflache praktisch 
momentan vor sich geht. Die Geschwindigkeit, womit Gase von einer 
Flissigkeitsmenge aufgenommen werden, hangt deshalb ausschlieBlich 
von der Diffusion und von der Mischung in der Fliissigkeit ab. 

Aus Betrachtungen und Versuchen iiber Mischung in Fliissigkeiten 
ergibt sich, daB man aus der Geschwindigkeit der Gasaufnahme durch 
Fliissigkeiten, welche in Bewegung sind, nicht ohne weiteres Folgerungen 
iiber die Geschwindigkeit der in diesen Fliissigkeiten stattfindenden 
Reaktionen ziehen darf. 

In Serum findet wahrscheinlich eine langsame Bindung von Kohlen- 
siure statt, welche aber von geringem Umfang ist. 

Weiter ergibt sich, daB die Bindung von Kohlenséure an Hamo- 
globin eine geringere Geschwindigkeit besitzt als die Bindung dieses 
Gases an Lauge, wihrend die Kohlensaéiureaufnahme auch langsamer 
vor sich geht als die von Hartridge und Roughton untersuchte Sauer- 
stoffbindung an Hamoglobin. 

Uber das Bestehen oder Nicht-Bestehen einer Komplexbindung 
von Kohlenséure an Hamoglobin (,,Carbhamoglobin“ von Henriques) 
geben die angestellten Versuche keinen AufschluB. 


Literatur. 


1) O. M. Henriques, diese Zeitschr. 200, 1, 1928; Ergebn. d. Physiol. 
28, 1929. -- 2) Bohr, Ann. d. Phys. u. Chem. (N. F.) 68, 1899. — 3) A. Krogh, 
Journ. of Physiol. 52, 391, 1918/19. — 4) Hartridge und Roughton, Proc. 
Roy. Soc. (A) 107, 643, 1925. 
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Uber den Stoffwechsel von Lymphocyten. 


Von 
Hans Schlossmann. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Medizinischen Akademie in 
Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 27. Januar 1930.) 


Die Erhéhung des Grundumsatzes bei Leukaémien ist bereits von 
Grafe' mit dem Sauerstoffbedarf der weiBen Blutzellen in Verbindung 
gebracht worden. 


Die Atmungsmessungen, die Grafe mit verschiedenen Methoden am 
Blute einer Reihe von lymphatischen und myeloischen Leukamien vor- 
genommen hat, ergaben pro Stunde einen Sauerstoffverbrauch von un- 
gefahr 0,05cmm fiir 100000 Leucocyten, wobei der Verbrauch der Poly- 
nukleéren etwas héher zu sein schien als der Verbrauch der Mononuklearen. 
Als Qo, ausgedriickt, wiirde dies einem Wert von etwa — 10 bis 15 ent- 
sprechen. Mit der vervollkommneten Methode Warburgs fanden spater 
Fleischmann und Kubowitz* fiir polynukleére Exsudatleucocyten von 
Kaninchen Qo, = — 3,5 bis 4,8, Q97 = + 10 bis 19 und Qj? = + 13 
bis 22. Die Werte fiir mononukleére Exsudatleucocyten sowie fiir Ganse- 
leucocyten waren hiervon nicht wesentlich verschieden. Fujita® mas den 
Stoffwechsel von Blutleucocyten der Ratte im arteigenen Serum und erhielt 
dabei Qo, = — 9, Qo? + 2 und Qi = + 20°. 

Durch Herrn Prof. Lckstein erhielt ich aus der Kinderklinik mehrmals 
Blut von einem Kinde, das an einer lymphatischen Leukémie mit ungewoéhn- 
lich hoher Leucocytenzahl erkrankt war. Es war somit Gelegenheit ge- 


1 Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 102, 406, 1911. 

2 Fleischmann und Kubowitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1927. 
3 Fujita, ebendaselbst 197, 175, 1928. 

* Anmerkung. Nach Warburg bedeuten: 


Verbrauchter Sauerstoff in ecmm 


¢ ; - Atmung. 
v0; mg Gewebe (Trockengewicht) x Stunden 6 
os Aerob gebildete Milchséure in emm , 
- > aerobe Garung. 
eM mg Gewebe (Trockengewicht) x Stunden e 
e £ 
N Anaerob gebildete Milchséure in cmm s 
gy = anaerobe Garung. 


mg Gewebe (Trockengewicht) x Stunden 
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geben, den Stoffwechsel menschlicher Lymphocyten mittels der War- 
burgschen Methode! zu bestimmen und die friiher erhobenen Befunde zu 
ergénzen. 

Es handelte sich um einen 7%jéhrigen Knaben, der in den Tagen 
der ersten Blutentnahmen folgenden Blutbefund bot: 

650000 Leucocyten, 
2600000 Erythrocyten, 
150000 Thrombocyten pro Kubikmillimeter, 
50° Haémoglobin. 

Auf 1000 Leucocyten kamen 3 Myelocyten, 2 jugendliche, 2 segment- 
férmige, 1 stabférmiger Leucocyt — zusammen also noch nicht 1% poly- 
nukleirer Leucocyten —, wéhrend von dem Rest 20° kleine Lyphocyten 
und 80°% Lymphoblasten waren. 

Die Milz war erheblich vergréBert. 

Im Verlauf der Erkrankung kam es zu einer Remission. Die Leuco- 
cytenzahl sank Ende August auf 2100 und stieg dann im Laufe einiger 
Wochen wieder bis auf 1120000 an. Der Anteil der Lymphoblasten betrug 
wiederum 80 bis 90%. 

Exitus am 6. Dezember 1929. 

Den Grundumsaiz bestimmte liebenswiirdigerweise Herr Privatdozent 
Krauss (29. Juli 1929). Bei einem Gewicht von 20,1 kg und 115,2 cm Héhe 
wurde ein Sauerstoffverbrauch von 191,84cem pro Minute, ein respira- 
torischer Quotient von 0,802 und ein Kalorienverbrauch von 1316 ge- 
funden. Bei einem Sollumsatz von 862,5 Kalorien nach Benedict und 
Talbot entspricht dies einer Steigerung um 52,6 %. 

Das Blut wurde — soweit nicht anders angegeben — nach Fleisch- 
mann und Kubowitz in einer Citratringerlésung aufgefangen, kurz 
zentrifugiert und zweimal mit Citratringerlésung nachgewaschen. 
Die Blutkérperchen wurden sodann in Ringer- bzw. Serum mit Citrat- 
zusatz aufgenommen. Der Gehalt der Suspensionen an weifen und 
roten Blutkérperchen wurde mit dem Hamatokriten bestimmt. 

Nach Endres und Herget? betrigt der Trockenriickstand weiber 
Blutkérperchen 15,43°,, der Feuchtsubstanz bei einem spezifischen 
Gewicht von 1,058. Daher wurde das Trockengewicht der Leucocyten 
zur Berechnung der Quotienten von Atmung und Garung mit 1/, des 
Hamatokritvolumens eingesetzt. Es ist aber weiter noch zu beriick- 
sichtigen, daB die Leucocytenschicht im Hamatokritréhrchen immer 
mit einem gewissen Prozentsatz nichtatmender Erythrocyten ver- 
unreinigt ist. Der tatsichliche Sauerstoffverbrauch pro Milligramm 
Trockengewicht und Stunde wird deshalb eher zu niedrig angenommen 
sein. In einem Teil der Versuche wurden auch die Leucocyten in der 
fertigen Suspension gezihlt. Hieraus wurde der Sauerstoffverbrauch 
fiir eine Million Leucocyten in einer Stunde errechnet. 


1 Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
2 Endres und Herget, Zeitschr. f. Biol. 88, 451, 1929. 
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Atmung und anaerobe Giarung der Erythrocyten wurden bei 
der Berechnung vernachlassigt. Ein Kontrollversuch mit normalem 
Blut, praktisch also einer reinen Erythrocytensuspension, findet sich 
in Tabelle III. 

Die anaerobe Garung wurde unter Hemmung der Atmung durch 
Zusatz von m/200 NaCN gemessen. Die Resultate sind nach Fleisch- 
mann! bei Leucocyten ausreichend genau. Im iibrigen sind die metho- 
dischen Angaben aus dem Versuchsprotokoll zu ersehen. 

Die Berechnung der Quotienten erfolgte aus den Druck- 
verinderungen der ersten 20 Minuten nach Beginn der Ablesungen, 
wobei die erste Ablesung etwa 12 Minuten nach Einsetzen der Mano- 
meter erfolgte. Auf Schidigung der Leucocyten durch starkes Zentri- 
fugieren und Absinken der Atmung bei langerer Versuchsdauer hat 
schon Fujita hingewiesen. é; 

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt : 


Tabelle I. 


Bestimmung der Atmung und der aeroben Gérung, sowie der anaeroben 
Gaérung. Zitratblut. 





| emm 


0 N. | Sauerstoff 
Nr. Datum Vo dv ue Vv - Million Bemerkungen 
2 ‘ i seucocyten 
und Std. 
2 | 30. VIL. — 99 | 0 + 17,0 Messung in Serum 
3 | 2. VIII. — 10,7 0 * » Ringer 
4| 3. VII. | —114 | 0 + 23,2 et ee 
5| 5. VIL | —146|} 0 | +4231, wey at: 
(Versuchsprotokoll) 
14 | 8. XII. — 13,3 0 + 16,0 0,519 Messung in Ringer 


Tabelle II. 


Bestimmung der Atmung unter Absorption der gebildeten Kohlenséure 
durch Kalilauge. 





emm 
Sauerstoff 
Nr. Datum Vo - Million Bemerkungen 
? seucocyten 
und Std. 
6 | 4. XL. | — 64 0,274 Defibriniertes Blut 
8 8. XI. | —410,1 0,493 ¥ : 
9 “a: | = oe 0,348 ; : 
10 15... Xi. — 7,6 0,240 Oxalatblut 
11 24. XI. — 193 0,369 = 
13 a SL — 12,5 0,307 Citratblut 
14 3. XII. — 13,5 0,519 . 


1 Fleischmann, diese Zeitschr. 187, 324, 1927. 
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Tabelle III. 





Kontrollversuche. 
cmm 
N Sauerstoff 
Nr Datum Vo Oy pro Million Bemerkungen 
2 ? Leucocyten 
und Std. 
1 26. VII. — 0,1 + 0,35 Erythrocyten in Citratringer 
7 | ae 0,293 Hundeleucocyten aus defi- 
briniertem Blut 
12 96. XI. — 10,2 0.347 Citratblut einer anderen 


lymphatischen Leukimie 
(45000 Leucocyten, davon 
92°), Lymphocyten) 


Der Sauerstoffverbrauch menschlicher Lymphocyten (davon 80°, 
Lymphoblasten) betrdgt also in Citratringerlésung 10 bis 14cemm pro 
Milligramm Trockengewicht und Stunde. Wegen der schon erwahnten 
Schwierigkeit der exakten Bestimmung des Leucocytentrocken- 
gewichts ist dieser Wert nur ein angenaherter. Bei Verwendung von 
Oxalat statt Citrat zur Gerinnungshemmung, sowie im defibrinierten 
Blut ist die Atmung der Leucocyten etwas geringer. 

Die erheblich niedrigeren Werte, die Fleischmann und Kubowitz 
fanden, wurden bei verhaltnismaBig alten Leucocyten aus Exsudaten 
beobachtet, waihrend die hier mitgeteilten Zahlen von Lymphoblasten, 
der Jugendform der Lymphocyten stammen. Da bei Erythrocyten 
die Atmung junger Zellen héher ist als die Atmung ilterer Zellen, 
haben bereits Fleischmann und Kubowitz ein ahnliches Verhalten 
auch fiir Leucocyten vermutet. Dies hat sich nunmehr bestiatigt. 

Ebenso sind wohl auch die hinsichtlich der Garung gefundenen 
Unterschiede mit der Jugend der Lymphoblasten zu erkliren. Die 
anaerobe Garung war im Verhaltnis zur Atmung kleiner als bei Fleisch- 
mann und Kubowitz, und eine aerobe Garung habe ich selbst bei Ver- 
wendung von Ringerlésung als Suspensionsfliissigkeit bei nicht- 
geschadigten Lymphoblasten in keinem Falle gefunden. Die jugend- 
lichen Lymphocyten verhalten sich hierin also wie andere normale 
Korperzellen. 

Der Grundumsatz des Kindes war, wie eingangs erwahnt, um 
52,6°,. erhéht. Unter der Annahme einer Blutmenge von 1,6 Liter 
betrug die Zahl*der im Blute kreisenden Leucocyten (715000 pro 
Kubikmillimeter) etwa 1,14 . 10!* mit einem Gewicht! von etwa 450 g. 
Der Sauerstoffverbrauch dieser Leucocyten ist mit 12 bis 15 ccm pro 
Minute einzusetzen, so daB nur ein Viertel bis ein Fiinftel der tat- 


1 Fleischmann (Ergebn. d. Physiol. 27, 1, 1928) nimmt das Gewicht 
eines Leucocyten mit 4. 10—7 mg an. 
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sichlich vorhandenen Grundumsatzsteigerung durch den Sauerstoff- 
bedarf der im Blute kreisenden Leucocyten erklart wird. Zu ahnlichen 
Ergebnissen kam auch Grafe. Ein gréBerer Anteil an der Steigerung 
des Grundumsatzes diirfte auf diejenigen Leucocyten entfallen, die 
sich noch an den Blutbildungsstatten, in erster Linie in der vergréBerten 
Milz befinden. 
Versuchsprotokoll. 
Versuch 5 (5. August 1929). Ringer mit Zusatz von Natriumcitrat nach 
Fleischmann und Kubowitz. 0,2, Traubenzuckher. 


)~2 mol. Bicarbonat. Temperatur 37,5°. Gas 5°, CO, in Oy. 


n 
or 
_ 





Gale 4844s wee 8 : 7 9 I 





Up. 3,0 7.0 0 
ee oes pres ete en 9,72 5,69 1 11,08 
Mt 8 ni dade kid ed : 0,86 0,515 
keo, 1,015 0,88 1,135 
| = : 2cem Suspension 
eae 3 ecem Suspension scem Suspension 5,85 mg Leucocyten 
| =8,78mgLeucocyten =20,5mg Leucocyten leem Ringer 
m/200 NaCN 
Druckanderung in mm 
indenersten 10Min. 6,5 - 47,0 26,5 
, zweiten 10 , 5,0 — 41,0 +. 26,5 
. dritten 10 , 4.5 36,0 28.5 
». vierten 10 , 5,0 — 84,5 
o » vemtem 10 . 3,0 28,5 
» » sechsten10 , — 45 — 29.5 
Hieraus ergibt sich Vo, Qi Oy 
fiir die ersten 20 Min. —146 0 + 31,6 
» zweiten 20, —11,2 0 
» dritten 20 , — 7,8 0 





Die Anwendung des Stalagmometers 
zur Messung der Grenzflichenspannung fliissig/fliissig. 


Von 


L. J. Weber und J. Traube. 


(Aus dem kolloidchemischen Laboratorium der Technischen Hochschule 
Charlottenburg.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei zahlreichen biologischen Problemen hat man sich bisher mit 
Messungen der Oberflachenspannung an der Grenze fliissig/gasférmig 
begniigen miissen, da zuverlassige Messungen der Grenzflachenspannung 
insbesondere von wiasserigen Lésungen von Narcoticis gegen- 

iiber Ol, Lecithin usw. wenig bekannt waren. 
In einer Diplomarbeit von C.Guirini, tiber 
deren wesentlichste Ergebnisse schon berichtet 
wurde!, hat sich gezeigt, daB die stalagmo- 
metrische Methode bei richtiger Ausfiihrung 
durchaus zuverlissige Werte ergibt. Es ist 
indessen wiinschenswert, die zweckmabBigste 
Ausfiihrung der diesbeziiglichen stalagmo- 
metrischen Messungen hier zu beschreiben. 
Fir die Messung der Grenzflachenspannung 
fliissig/fliissig muBte das Stalagmometer einige 
Abanderungen erfahren. Zunichst war es not- 
wendig, die Abtropffliche zu _verkleinern, 
zweitens aber muBten die oberhalb und unter- 
halb der Kugel befindlichen Skalenteile er- 
heblich vermehrt werden, da die bei diesen Messungen entstehenden 
Tropfen meist ziemlich groB sind und Bruchteile eines Tropfens nur 
so meBbar sind. 

In Abb.1 und 2 sind zwei Stalagmometer abgebildet?, deren 

erstes dann benutzt wird, wenn die AuBenfliissigkeit ein geringeres 


Abb. 1. Abb. 2. 


1 Diese Zeitschr. 217, 400, 1930. 
2 Zu beziehen durch C. Gerhardt, Bonn. 
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spezifisches Gewicht hat als die Innenflissigkeit, wihrend das Stalagmo- 
meter Abb. 2 angewandt wird, wenn die AufSenfliissigkeit schwerer 
ist als die im Stalagmometer enthaltene Fliissigkeit. 

Wichtig ist die griindliche Reinigung des Stalagmometers, insbesondere 
der Abtropffliche, welche in bekannter Weise mit heilier Chromschwefel- 
sdure erfolgt; beachtet man jedoch das weiter unten Gesagte, so ist die 
Reinigung sehr leicht vorzunehmen. Die sicherste Kontrolle der Reinheit 
besteht in der Messung der Tropfenzah] des Wassers gegen ein Medium, 
gegen welches die Grenzflachenspannung des Wassers bekannt ist (z. B. 
gegen Luft). 

Versucht man etwa Olsiure in Wasser eintropfen zu lassen, so kann 
man keine konstante Tropfenzahl erhalten, weil die Oltrépfchen vorzeitig 
vom Wasser weggerissen werden. Es ist notwendig, das das Glas besser 
benetzende Wasser in das Stalagmometer zu bringen und die Wassertropfen 
in die Olsdure fallen zu lassen. Fiillt man den Apparat mit Wasser bzw. 
wasseriger Lésung, liBt dann einen Tropfen sich bilden und taucht erst 
jetzt das Stalagmometer bis zu einer gewissen Tiefe in die Aubenfliissigkeit 
ein, so erhalt man durchaus zufriedenstellende Werte fiir die Tropfenzahl. 
Sorgt man ferner dafiir, da’ beim Herausnelimen des Apparats ein Wasser- 
tropfen an der Abtropffliche hangen bleibt, sie also vdéllig benetzt ist, 
so kann der Apparat schon nach einfachem Ausspiilen zu weiteren Mes- 
sungen benutzt werden. 

Es muB folglich stets so gearbeitet werden, dali erstens die das Glas 
besser benetzende wasserige Fliissigkeit in das Stalagmometer gebracht 
wird, zweitens sowohl beim Eintauchen als auch beim Herausnehmen des 
Stalagmometers ein Tropfen daran hingen bleibt. 


Die stalagmometrische Methode liefert bekanntlich die dynamische 
Oberflachenspannung; indessen wenn die Abtropfgeschwindigkeit 
geniigend gering ist, so erhalt man Werte, welche sich von der statischen 
Oberflichen- bzw. Grenzflichenspannung sehr wenig unterscheiden. 
Volikommen konstante Werte erhilt man, wenn die beiden Fliissig- 
keiten miteinander gesattigt sind. So warz. B. die Tropfenzahl von Wasser 
gegen reines wasserfreies Chloroform 47,3; wiederholte man den Versuch 
mit demselben Chloroform, so fiel die gefundene Tropfenzahl ganz all- 
miahlich ab und erreichte nach einiger Zeit den konstanten Wert 39,2. 


Bei der Bestimmung der Oberflachenspannung begniigt man sich 
haufig mit der Angabe der relativen Tropfenzahl, wenn es nicht darauf 
ankommt, die absoluten Werte der Oberflachenspannung zu berechnen. 
Dieses geschieht in Anbetracht des Umstandes, daB die Dichte des 
Gases neben derjenigen der Fliissigkeit vernachlissigt werden kann 
und die Dichteunterschiede daher fast nur von der Dichte der Fliissigkeit 
abhangen. Bei der Messung der Grenzflichenspannung zweier Fliissig- 
keiten ist dies nicht der Fall. Man kann daher aus den Tropfenzahlen 
nicht ohne weiteres auf die GréBe der Grenzflachenspannung schlieBen; 
die GréBe der Tropfen wird in zuweilen auBerordentlichem MaBe von 
dem Dichteunterschied der Innen- und AuBenfliissigkeit beeinfluBt. 
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Wenn die spezifischen Gewichte der beiden Fliissigkeiten nahezu 
gleich sind, so kann man an der Abtropffliche hangende Tropfen von 
ganz auperordentlicher Gripe beobachten. So haben wir beispielsweise 
bei dem System Wasser/o-Toluidin hdngende Tropfen von 20 cem und 
mehr Inhalt beobachtet. Die VergréBerung der Tropfen wurde in der 
Weise herbeigefiihrt. daB wahrend des Tropfenwachstums vorsichtig 
unter Vermeidung von Erschiitterungen mittels eines kurzen Gummi- 
schlauches eine mit Wasser gefiillte Pipette an den oberen Teil des 
Stalagmometers angeschlossen wurde. 

Die Erscheinung konnte auch bei der Bildung von Wassertropfen 
in Tetralin beobachtet werden. Auch konnte sie kiinstlich erzeugt 
werden, und zwar dadurch, daf man z. B. eine organische Fliissigkeit 
wahlte, welche schwerer war als Wasser, und sich dann eine wisserige Salz.- 
lésung herstellte, die dasselbe spezifische Gewicht hatte wie die organische 
Fliissigkeit. Das Stalagmometer muBte in diesem Falle mit der Salzlésung 
beschickt werden, die organische Fliissigkeit bildete die zweite Phase. 

Fiir die meisten Fliissigkeitspaare ist der Dichteunterschied so 
groB, daB es nicht zur Ausbildung abnorm groBer Tropfen kommt 
und die Messungen leicht durchfiihrbar sind. Die im folgenden wieder- 
gegebenen Messungen wurden bei 20° (—- 0,5°) vorgenommen. Die 
Tropfenbildungsgeschwindigkeit betrug etwa 10 bis 15 Sekunden. 
Die vorkommenden Schwankungen waren vollkommen bedeutungslos 
fiir die Tropfenzahl. Aus den gefundenen Tropfenzahlen wurde die 
gesuchte Grenzflichenspannung berechnet nach der Formel 


if 
a 653-25 4, : 
sae y 
dss Z,» 
Es bedeuten: 
6,9 = die gesuchte Grenzflichenspannung, 
6,, = eine bekannte Grenzflachenspannung, 
Z,. = die gefundene Tropfenzahl, 
Zz, = die der Grenzflichenspannung 6,, entsprechende Tropfenzahl, 
d,, = das Gewicht bzw. der Auftrieb der Phase 1 in Phase 2, 
d,, = das Gewicht bzw. der Auftrieb der Phase 2 in Phase 3. 


Sucht man z. B. die Grenzflachenspannung ¢,, des Wassers gegen 
Benzol, dann ist bei 20° 
Z,_ = die Tropfenzahl Wasser/Benzol = 8,5, 
d,, = die Differenz des spezifischen Gewichts Wasser /Benzol = 0,998 
— 0,879 = 0,119, 
Z;, = die Tropfenzahl Wasser/Luft = 34,0, 


d,, = die Differenz des spezifischen Gewichts Wasser/Luft = 0,998 
— 0,001 = 0,997, 
6,, = die Grenzflichenspannung Wasser/Luft = 72,4. 


Es ergibt sich 
_ 72,4.34,0 0,119 
“a9 0,997. 8.5 





34,5. 
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Unter Hinweis auf die bereits veréffentlichten Ergebnisse! be- 
treffend die Grenzflachenspannung wasseriger Liésungen organischer 
Flissigkeiten gegen Luft, Paraffin und Olsiure, seien weiter unten 
die von Guirini gemessenen Grenzflichenspannungen von Wasser 
gegen verschiedene organische Fliissigkeiten wiedergegeben. Als be- 
kannte Grenzflachenspannung wurde meistens die Grenzflichen- 
spannung Wasser/Luft eingesetzt, doch kann man auch auf den 
Wert einer anderen zuverlassig bestimmten Grenzflichenspannung 
zuriickgreifen. In der letzten Spalte der Tabelle sind einige 
von anderen Autoren nach verschiedenen Methoden ermittelte Werte 
angefiihrt. 


Man ersieht, daB die stalagmometrisch gefundenen Werte sehr 
gut unter sich, wie auch recht gut mit den nach anderen Methoden 
gemessenen Werten tibereinstimmen. Die stalagmometrische Methode 
ist also bei richtiger Anwendung durchaus brauchbar fiir die Be- 
stimmung der Grenzflachenspannungen fliissig /fliissig. 





rE Grenzflichen- Mittel- 

rropfenzahlen Do eg 4 see 
Pentan. . ... 19,0 19,0 19,0 484 484 484 484 
Heptan. .... 13,8 |13,7 13,7 | 48,0 484 484 483 50,4 (25°) 
Tetrachlorkoblen- 

stoff.. ... . (3823 (|323 32,3 |45.8 45.8 /45.8 |45.8 45,05 (20°)** 

_  -| ane 8.5 8,45 8,5 38.2 38,6 38,2 383 36,04 (25°)*** 
ere 9,0 91 9,0 37,05 36,6 37,05 36.9 
Fliss. Paraffin. . 5,0 5,0 | 5,0 | 87,0 |37,0 | 37,0 | 37,0 
Chlorbenzol. . . 7,25; 7,2 | 7,15) 36,8 (37,0 | 37,2 | 37,0 
ee 8.5 8.55 8,5 346 344 34,6 34,5 . 34,6 (25°)*** 
Chloroform. . . 39,2 |39,2 39,2 30,6 396 30,6 30.6 30,52 (22°) + 
Dekalin . ... 103 (10,3 103 29,4 294 294 29,4 
Athylenchlorid . 22,1 22,0 22,0 293 294 29,3 29.3 
o-Nitrotoluol . . 14,5 (14,6 145 281 27,9 281 28,0 
Nitrobenzol. . . 19,1 (19.0 19.1 265 266 265 26.5 26.4 (22°)+ 
Olsiure ... . (16,7 (16,7 16,7 15,1 151 151 151 
Terpentindl. . . | 22,38 22,5 225 143 142 142 14,2 


Athylither . . . 65.2 65,3 65.3 108 10.7 10,7 10.7 10,6 (18°)+i 
Sek. Octylalkobol 43,2. 43,0 43,0. 10,25 10.3 103. 10,3 


1,3,4-Xylidin. . 6,7 | 6,7 | 665' 85 | 85 | 85 8.5 
nHexylalkohol . 64,2 64,3 64,2 6,9 | 69 6,9 6,9 
Amylacetat . .5. 44.0 44,1 44,0 10 178 | 7 7,0 ' 
Isoamylalkohol . 88,5 (88,5 88,5 5,25; 5.25: 525) 525 5,28; 


* Mattheus und Stamm, (1924), siehe Landoldt-Béirnstein, Bd. I, 8.242 und Erginzungs 
band, S. 157. 

** Harking und Cheng (1921), ebenda. 

*** Bartell und Miller Journ. Amer. Chem. Soc. 59, 1961, 1928 
+ Lorant, Pfliigers Arch. 157, 211, 1914 


‘ 
1 


++ Reynolds (1920), siehe Landoldt-Bérnstein, Bd. 1, 8.242 und Erginzungsband, S. 157 


1 Diese Zeitschr. 217, 400, 1930. 
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Zusammenfassung. 


Es wurde die zweckmaBigste Art der Messung von Grenz- 
flachenspannungen fliissig/fliissig mit dem Stalagmometer be- 
schrieben und darauf hingewiesen, daB es unstatthaft ist, die 
gefundenen Tropfenzahlen als unmittelbares MaB fir die GréBe der . 
Grenzflachenspannung anzusehen. Die Grenzflichenspannung des 
Wassers gegen verschiedene organische Fliissigkeiten wurde fest- 
gestellt. Die Werte stimmten gut mit den zuverlissigsten Werten 
anderer Autoren tiberein. 
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Uber die Zusammensetzung des Raupenblutes bei Deilephila 
Euphorbiae und deren Veriinderungen im Verlauf der 
Metamorphose'. 


Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten. VII. 


Von 
J. Heller und A. Moktowska. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Krankenkasse Lwo6w.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aufgabe und Methodik. 


Wir stellten uns zur Aufgabe, das Blut deq Wolfsmilchschwarmers 
wahrend der Metamorphose zu untersuchen, um seine Zusammensetzung 
bei der reifen Raupe kennenzulernen und eine etwaige Verinderung, 
die waihrend der Verwandlung vor sich geht, zu verfolgen. Es war 
uns vor allem um die Erklarung der groBen Deckkraft der Hamolymphe 
zu tun, von der in der VI. Mitteilung von Heller und Meisels? berichtet 
wurde. Des weiteren schien es uns interessant zu verfolgen, inwieweit 
die in der IV. Mitteilung an der Raupe bzw. Puppe als Ganzes ge- 
schilderten chemischen Verainderungen sich in der Zusammensetzung 
des Blutes widerspiegeln. 


Den Raupen wurde das Blut durch einen tangeritialen Einschnitt 
mittels einer kleinen, scharfen Schere in einen der AbdominalfiiBe ent- 
nommen. Gewdhnlich heilte die Wunde gut und es erfolgte eine normale 
Verpuppung. Bei den Puppen wurden einige Einstiche in die Fliigel gemacht, 
wodurch 0,5 bis 0,7 cem Blut gewonnen wurde. Die Puppen iiberleben eine 
solche Blutentnakme nur wenige Tage. 


1 Die Ergebnisse dieser Untersuchung, soweit sie das Raupenblut 
betreffen, wurden von A. Moktowska in polnischer Sprache in ,,Acta Biol. 
Exper.** 1929 teilweise veréffentlicht. In gegenwartiger Form wurde die 
Arbeit der XIII. Tagung Polnischer Arzte und Naturforscher in Wilno 
(September 1929) vorgetragen. 

2 I. Mitteilung: Pfliigers Arch. 210, 736, 1925; II. Mitteilung: diese 
Zeitschr. 165, 411, 1925; III. Mitteilung: ebendaselbst 169, 208, 1926; 
IV. und V. Mitteilung: ebendaselbst 172, 59 und 74, 1926; VI. Mitteilung: 
Biol. Zentralbl. 47, 257, 1927. 
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Zur Bestimmung des Stickstoffs sowie seiner Eiweili- und Rest-N- 
Fraktionen bedienten wir uns der Methode von Parnas und Wagner. Die 
Harnsaéure wurde nach Folin und Denis, der Aminoséurenstickstoff nach 
Folin — beide kolorimetrisch — bestimmt. 

Die reduzierenden Substanzen wurden als Zucker bestimmt, und 
zwar im Jahre 1927 und 1928 nach Folin und Wu, in diesem Jahre nach 
der Mikromethode von Folin (1928). 

Zur kolorimetrischen Bestimmung der Phosphate bedienten wir uns 
zuerst der Methode von Bell und Doisy, dann derjenigen von Fiske und 
Subbarow in der Modifikation von Lohmann und Jendrassik. Calcium be- 
stimmten wir nach de Waard, ohne das Blut vorher zu enteiweiven. 


Sonstige Bestandteile wurden nur stichprobenweise bestimmt, und 
zwar nach Pinkussens ..Mikromethodik“. 


Der Gesamtstickstoff des Blutes. 

Am héchsten finden wir den Stickstoffgehalt bei der reifen Raupe, 
wo wir auf Grund von sechs Bestimmungen zu einem Durchschnitts- 
wert von 1177,4 mg-”,, (Milligramm in 100 cem Blut) mit Schwankungen 
von 1158 bis 1205,6 mg-°,, (Tabelle I) gelangen. 

Wahrend der Verpuppung bleibt der Stickstoffgehalt unverandert, 
da wir in dieser Zeit und in frischen Puppen bis zum zweiten Tage 
nach der Verpuppung die Werte 1139, 1144,7, 1185 und 1204 mg-”,, 
gefunden haben. Im Verlauf der Puppenperiode sehen wir dagegen 
ein staindiges Sinken des Stickstoffgehalts. 

Es erhebt sich an dieser Stelle eine Schwierigkeit in der Dar- 
stellung der Ergebnisse, die bei den Puppen erhalten wurden, und zwar 
die der Reihenfolge. Die Entwicklung der Puppen wurde niamlich 
nicht genau verfolgt, was durch 6ftere Respirationsversuche oder stetige 
Gewichtskontrolle geschehen konnte. Es kénnen unter ihnen ,,Subitan- 
puppen® gewesen sein, welche ihre Entwicklung bei Zimmertemperatur 
bis Dezember durchmachen kénnten, oder auch solche Puppen, welche 
erst in zwei Jahren einen Schmetterling ergeben wiirden. Daraus folgt, 
da das Datum des Experiments keinen Anhaltspunkt fiir das Ordnen 
der Ergebnisse geben konnte. Da aber festgestellt wurde, da der 
Stickstoffgehalt gleich nach der Verpuppung am héchsten, unmittelbar 
vor dem Ausschliipfen am niedrigsten ist, so wurden die Experimente 
eben nach dem Stickstoffgehalt des Blutes geordnet und diese Reihen- 
folge auch bei der Darstellung der tibrigen Bestandteile beibehalten. 

Wir sehen in der Tabelle I ein staéndiges Abnehmen der Stickstoff- 
werte von etwa 1200 mg-°,, nach der Verpuppung bis zu 380 mg-",, 
bei Nr. 23, einer Puppe, an der schon die Fliigelzeichnung ganz deutlich 
sichtbar war und die bei 18° einen Sauerstoffverbrauch von 144 ccm 
aufweist. 

Man findet auch in der Tabelle I zwei Experimente (Nr. 8 und 9), 
in denen das Blut hungernder Raupen untersucht wurde. Im Gegensatz 
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zum physiologischen, _,,freiwilligen‘’ Hunger, welcher den Beginn 
der Verwandlung anzeigt, wurde hier den fressenden Raupen die Nahrung 
entzogen, nach dreitagigem Fasten das Blut entnommen und sodann 
festgestellt, daB die Raupen das ihnen gereichte Futter wieder zu 
fressen begannen!. In diesen Experimenten wurden stark herabgesetzte 
Stickstoffwerte, und zwar 782 und 885 mg-°,, gefunden. 


Der Eiwei8- und Harnsiuregehalt. 

Da die Harnséure im Insektenblut das Endprodukt des EiweiB- 
abbaues darstellt, so wird der Gehalt an diesen beiden Bestandteilen 
zweckmaBbig gemeinsam behandelt. 

Bei der reifen fressenden Raupe finden wir einen EiweiSgehalt 
(nach Kjeldahl im Wolframsaureprazipitat bestimmt) von 824,4 mg-°.,, 
wobei in sechs Bestimmungen der héchste Wert 835, der niedrigste 
808 mg-°,, betrug. Die Harnsiure wurde in fiinf Experimenten bestimmt, 
wobei ohne Fiallung die Werte von 13,3 bis 28,2, durchschnittlich 
20,4 mg-°%, gefunden wurden. LEinige Stichproben ergaben, daB die 
Methode mit Fallung der Harnsiure mittels Silberlactat um 4 bis 
5 mg-°, niedrigere Werte gibt. 


Tabelle II. 
Harnsauregehalt bestimmt nach Folin und Denis ohne Fallung mit Ag-Lactat 





Harnséure Bemerkungen, 


Nr. mg-°/, ev. Nr. in der Tabelle I 
1 18,4 Nr. 1. 
2 13,3 Nr. 3. 
3 28,2 Nr. 4. Nach der Fallung 23,2. 
4 22,1 See ees 
5 20,0 Nr. 6. 
6 16,0 Nr. 8. Nach der Fallung 11,8. 
7 25,0 = > ee 5. em 
8 4,7 eee & Spuren. 
9 16,0 I Nr. 15. 

10 10,5 Nr. 17. 

11 11,45 Nr. 18. 

12 32,0 Nr. 19. 

13 13,0 | Nr. 22. 

14 26,9 i Beim Ausschliipfen. 


Wahrend der Verpuppung kénnen wir eine ganz ausgesprochene 
Verminderung des EiweiBverbrauches beobachten. Trotz des Einstellens 
der Nahrungsaufnahme halt sich der Eiweifgehalt auf gleicher Hohe 
(Tabelle I, Nr. 10 bis 14), die Harnséurebildung geht dermaBen zuriick, 
daB ihr Gehalt im Blute auf 4,7 mg-°,, (Tabelle II, Nr. 8) sinkt. 


1 Diese Feststellung ist ganz wesentlich fiir die Beurteilung des 
Experiments, denn gar zu oft kommt es vor, dab die Nahrungsentziehung 
bei der reifen Raupe das Einsetzen der Metamorphose auslést. 
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Nach der Verpuppung beginnt der Eiwei®zerfall von neuem. 
Wahrend der ersten Periode (des abnehmenden Stoffwechsels) werden 
etwa 300 mg-°., EiweiB-N verbraucht, wahrend der lingsten, zweiten 
Periode (Winterruhe) gegen 100 mg-”,,N. Bei der dritten Periode, 
welche mit dem Ausschlipfen des Schmetterlings endet, wird der Rest 
der EiweiBstoffe verbraucht, wobei auch die Blutmenge rapid abnimmt. 
Zuletzt kann man durch Fliigeleinstich kaum 0,1 com Blut mit einem 
EiweiB-N-gehalt unter 100 mg-°., erhalten. Es werden demnach 
wahrend der ganzen Puppenperiode bei einer Puppe etwa 6,15 mg 
EiweiB-N und gegen 2,4mg Reststickstoff (EiweiBspaltprodukte 
siehe weiter unten) umgebaut. Da nach der IV. Mitteilung der ganze 
Stickstoffverbrauch wahrend der Puppenperiode 15,3 mg entspricht, 
so deckt das Blut allein gegen 56°, des ganzen Umsatzes an Stickstoff- 
substanzen. Es ware von Interesse zu priifen, ob auch in bezug auf 
Fett und Kohlenhydrate dem Blute solche souverane Rolle zukommt!. 

Die Werte der Tabelle II beweisen, daB der Harnsiurespiegel 
wahrend der Puppenperiode starken Schwankungen ausgesetzt ist; 
er wurde zwischen 10,5 und 32,0 mg-®., gefunden. Nach den Befunden 
an dem beim Schliipfen entleerten Harn zu schlieBen, haben wir es hier 
mit Ammoniumurat zu tun, dessen Léslichkeit bei Zimmertemperatur 
(18°) 40 mg-°/, betragt. Wir finden also einen Sattigungsgrad des Blutes 
mit harnsaurem Ammonium von 25 bis 80°,, vor. Wenn wir bedenken, 
da8 die Harnsaéureproduktion des Blutes wahrend der ganzen Puppen- 
periode bis zu 3000 mg-°,, betrigt und daB der Gehalt der Puppe als 
Ganzes betrachtet zuletzt 1600 mg-°., erreicht, so miissen wir die 
Elimination als sehr gut bezeichnen. 

Wird eine reife, aber noch fressende Raupe zum Hungern ge- 
zwungen, so ergibt sich das Bild eines regen Eiweifstoffwechsels: 
Im Laufe von 3 Tagen wird das EiweiB des Blutes beinahe zur Halfte 
reduziert, der Harnséuregehalt halt sich (im Gegensatz zum physio- 
logischen Hunger beim Einsetzen der Metamorphose) hoch (vgl. Tabelle I, 
Nr. 8 und 9, Tabelle II, Nr. 6 und 7). 


Der Reststickstoff. 


Der Reststickstoff weist einen nahezu konstanten Mittelwert 
wahrend der ganzen Metamorphose auf. Aus 22 Bestimmungen der 
Tabelle I berechnen wir 358,1 mg-” , mit auBersten Schwankungen 
von 318 bis 397,6 mg-°,; davon liegen 15 Werte innerhalb -- 5°, 
Abweichung, weitere 5 in den Grenzen von +- 10°, Abweichung, 
so da8 nur die zwei Grenzwerte die + 10 °;, Abweichung iiberschreiten. 


1 Dem Rohgewicht nach nimmt das Blut héchstens 32°, des Gesamt- 
gewichts der Puppe ein. Vom Trockengewicht fallt ihm natiirlich ein viel 
kleinerer Teil zu. 
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Auch die hungernden Raupen (Tabelle I, Nr.8 und 9) machen hier 
keine Ausnahme. 

Wird statt der 10 °,igen Wolframsaure nach Folin die EnteiweiBung 
durch die Trichloressigsiure ausgefiihrt, so resultieren viel héhere 
Reststickstoffwerte. Der Tabelle III entnehmen wir, daB die mittlere 
Differenz 74,7 mg-°., N betragt. 


Tabelle 111. 





Reststickstoff in mg-°/, 








Nr. Enteiweift mit 
“‘Wolframsaare | Trichloressigsiure. | Differenz 

1 358,2 438,5 80,3 
2 362,0 435,0 73,0 
3 358,5 446.0 87,5 
4 372.5 443.0 70,5 
5 356,4 411,4 55,0 
6 376,2 457.9 81.7 
7 336,0 410'8 74,8 

360,0 434,7 74,7 


Es muB aber hervorgehoben werden, da simtliche Werte der 
Tabelle III bei ziemlich weit in Entwicklung fortgeschrittenen Puppen 
erhalten wurden; jedenfalls lag der Stickstoffgehalt bei-allen unter 
900 mg-°,. Ob auch bei den Raupen, im Verlauf der Verpuppung 
und bei frischer Puppe eine derartige Differenz vorkommt, wissen wir 
vorlaufig nicht. 

Der gréBte Anteil des Reststickstoffs wird durch den Stickstoff 
der Aminoséuren dargestellt. Diese Fraktion halt sich sehr konstant 
um 170 mg-°,,N, von der reifen Raupe an bis zum Tage des Aus- 
schliipfens (TabelleI). Im _ Trichloressigsaurefiltrat machen die 
Aminosauren im Mittel 216,7 mg-°., aus, es betrigt also die Differenz 
vom Wolframsaurefiltrat iiber 40 mg-°,, (Tabelle IV). 


Tabelle 1V. 





Aminosaurenstickstoff pro 100cem Blut 


Enteiweifit mit 





Nr tg a a i Differenz 
Wolframsaure Trichloressigséure 
mg mg ing 
1 170,5 211,0 40,5 
2 176,25 240,0 62,75 

3 183,0 | 200,0 17,0 
4 170,0 224,0 54,0 
5 179.0 208,5 29,5 
176,0 216,7 40,7 
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Zur naheren Charakterisierung des Reststickstoffs wurde der 
durch die Phosphorwolframsaure fallbare Anteil bestimmt (Tabelle V). 
Er betragt im Mittel 155,0 gegen 220,4 mg-°,, im Filtrat. 


Tabelle V. 


Fallung des Wolframsiurefiltrats mittels 10°,iger Phosphorwolframsaure. 





Stickstoff in mg-°/, 


Nr. estes 
Fallung Filtrat 

1 140,0 222.0 

2 145.5 233,0 

3 178.0 200.5 

4 156.7 226,1 


155.0 220,4 


Zum gleichen Zwecke wurde auch die Fallbarkeit mit Uranyl- 
acetat untersucht (Tabelle VI), wobei im Filtrat durchschnittlich 
125 mg-°,,N blieben, im Prazipitat 237,5 mg-°., N gefunden wurden. 


Tabelle VI. 


Fiallung des Wolframsiurefiltrats mittels Uranylacetat. 





Stickstoff in mg-° 


Nr. 
Fillung Filtrat 
1 259.5 109.0 
2 236.5 144.0 
3 245.0 105.0 
4 209.0 142.0 
237.5 125.0 


AuBer den 170 mg-°,, N der Aminosiéuren bleiben noch gegen 
190 mg-°,,N zu erkliren. Folgende Bestandteile haben wir zu _be- 
stimmen versucht : Ammoniak, Harnstoff, Kreatin, Kreatinin und Purin- 
stickstoff; immer aber erhielten wir Resultate, die bei der angewandten 
Blutmenge innerhalb der Fehlergrenze lagen. 

Wir dachten auch an die Argininphosphorsiure, die auf jeden 
Aminosaurenstickstoff drei weitere N-Atome im Molekiil besitzt. Die 
Phosphatbestimmungen aber (s. unten) ergaben einen Gehalt an dieser 
Saure entsprechend nicht ganz 8 mg-°,, N. 

Erst die Hydrolyse mit nachfolgender Bestimmung des Amino- 
siurenstickstoffs erkliarte uns die Natur dieser Stickstoffkérper. Es 
zeigte sich dann immer eine Vermehrung dieses Stickstoffs in ver- 
schiedenen Experimenten auf 280 bis 310 mg-°,. Die erhaltenen 
Werte kénnen keinen Anspruch auf groBe Genauigkeit haben, da die 
Methode von Folin nur fiir das Blutfiltrat nach Folin und Wu aus- 


Biochemische Zeitschrift Band 219. 31 
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gearbeitet wurde und sogar kleine Abweichungen von der Original- 
vorschrift zu Fehlern fihren. Jedenfalls beweisen diese Bestimmungen, 
daB etwa 100 bis 140 mg-°,, N in der Peptidform vorliegt. Es kénnte 
sich wohl auch um die Spaltung der Saureamide handeln, da auch 
das Ammoniak dieselbe Farbreaktion mit dem Chinonreagens gibt. 
Dann aber pflegt der Farbton mehr rotstichig zu sein, was in unseren 
Bestimmungen nicht der Fall war. 


Von den 1200 mg-°,,N einer reifen Raupe oder frischen Puppe 
sind also etwa 70°, als EiweiB vorhanden, der Rest hauptsachlich in 
Form von dessen Spaltprodukten, bis zu den freien Aminosauren. 
Wahrend der Puppenperiode (und auch bei hungernder Raupe) wird 
der EiweiBgehalt vermindert, der Gehalt an Spaltprodukten bleibt 
konstant. Dadurch verschiebt sich der prozentuale Gehalt immer 
mehr zugunsten der letzteren. Diese Konstanz des Gehalts der Peptide 
und der Aminoséuren legt den Gedanken nahe, daB ihnen auBer der 
Ernahrung noch andere wichtige Aufgaben obliegen. 


Die reduzierenden Substanzen des Blutes. 


Die reduzierenden Substanzen der Hamolymphe wurden als 
Glucose bestimmt, und zwar zuerst nach Folin und Wu, seit Marz 
1929 in der Regel nach der Mikromethode von Folin. Gleich bei den 
ersten Bestimmungen nach Folin und Wu ist es uns aufgefallen, daB 
die Probe nach dem Kochen nicht das gewéhnliche, durch das aus- 
fallende Kupferoxydul bedingte Aussehen hat. Die Fliissigkeit blieb 
durchsichtig, ohne den opalisierenden rétlichen Schimmer im auf- 
fallenden Licht. Wurde in diesem Stadium zentrifugiert, so zeigte 
es sich, daB die abgegossene Fliissigkeit mit dem Molybdanreagens 
nach Folin eine ebenso starke blaue Farbung entwickelt wie die ganze 
Probe, das spiarliche Prazipitat dagegen fast keine Farbung gibt. 
Wird eine Glucoselésung in gleicher Weise behandelt, so wird die ganze 
Farbung durch das Prazipitat gegeben. Wir haben es also im 
Schmetterlingsblut mit einer Substanz (oder mehreren Substanzen) 
zu tun, welche das Kupferoxyd in alkalischer Lésung reduzieren, 
ohne aber das Kupferoxydul abzuscheiden, analog der sogenannten 
, Restreduktion™ des Menschenblutes. Glucose, wenn iberhaupt, 
kann in einer ganz unbedeutenden Menge anwesend sein. Darin liegt 
der Hauptunterschied zwischen dem Blute von Deilephila und dem- 
jenigen der Honigbiene, weil letzteres nach Bishop' im Larvenstadium 
685 mg-°.,, im Puppenstadium 203 mg-°,, Zucker aufweist. Bishop 
auBert keinen Zweifel iiber die chemische Natur der reduzierenden 


1G. H. Bishop, A. P. Briggs und E. Ronzoni, Journ. of biol. Chem, 
66, 77, 1925. 
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Substanz, er laBt nur die Méglichkeit einer Verunreinigung des Punktates 
mit der honigreichen Nahrung zu. 

In der Tabelle VII sind unsere Ergebnisse zusammengestellt. 
Wir sehen, daB die Reduktion des Raupenblutes (Nr. 1 bis 6) 120 
bis 136 mg-°%, Glucose entspricht. Die reduzierende Substanz wird 
aber beim Stehen des eiweiBfreien Filtrats verbraucht, denn nach 
24 Stunden werden nur 80 bis 95 mg-°/, gefunden. Beim Einsetzen 
der Metamorphose wird zuerst (Nr.7) der Gehalt an reduzierenden 
Substanzen nicht vermindert; spiter jedoch, wenn die Raupe ihren 
,,.Lauf beendet (Nr. 9 und 10) sinkt dieser Gehalt stark (85 mg-°,), 
und dieser ProzeB geht im Filtrat so schnell vor sich, daB nach 48 Stunden 
kaum noch Spuren einer Reduktionskraft zu finden sind. 


Tabelle VII. 


Der Gehalt an reduzierenden Substanzen berechnet als Glucose. 





‘ Glucose Bemerkungen 
Nr. mg-°/9 ev. Nr. in der Tabelle I 

1 136,0 Nr. 1. 

2 132,0 Nr. 3. 

3 119,0 Nr. 4. 

4 81,6 Dasselbe Filtrat nach 24 Std. 

5 120,0 Nr. 6. 

6 95,2 Dasselbe Filtrat nach 24 Std. 

7 137,8 Nr. 10. 

8 136,4 Nr. 8 

3] 85,0 Raupe spindelfirmig. Verpuppung 
10 Spuren Dasselbe Filtrat nach 48 Std. 

11 56,0 Nr. 11 
12 114.0 Puppe, 50 Std. nach der Verpuppung 
13 105,0 Nr. 14. 

14 74,0 Nr. 19 
15 64,5 Nr. 21. 

16 62,0 Dasselbe Filtrat nach 48 Std. 
1 190,5 | Halbpuppen: Abdomen eifier normalen 
18 173,0 Puppe, Kopfende wie bei der Raupe 
19 211,0 
20 220.0 Das Filtrat Nr. 19 nach 24 Std. 


Bei der Puppe ist der Gehalt an diesem reduzierenden Ké6rper 
immer kleiner als bei der Raupe (Nr. 11 bis 14) und scheint mit der 
fortschreitenden Entwicklung der Puppe noch ahzunehmen,  Be- 
merkenswert ist dabei die Stabilisierung, die im Filtrat eintritt, wie 
Nr. 16 beweist. 

Die unfreiwillig hungernde Raupe weist einen normalen Gehalt 
an reduzierenden Substanzen auf (Tabelle VII, Nr. 8). 

Desto interessanter waren die Ergebnisse, die wir mit dem Blute 
der ,,Halbpuppen“ erhalten haben. Jeder Ziichter kennt wohl diese 
MiBbildungen, deren Abdomen dem einer normalen Puppe gleicht, 
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deren Kopfende aber das einer Raupe bleibt. Auffallend ist dabei, 
daB der verwandelte Teil normale Harte und Farbe aufweist, Eigen- 
schaften, die sonst bei krankhaften Vorgangen wahrend der Meta- 
morphose nicht anzutreffen sind. Man hat hier den Eindruck, als ob 
sonstige Krankheiten und Abnormitaéten wahrend der Verpuppung 
qualitativer Natur waren und die Puppe als Ganzes betreffen, hier 
aber eine Stérung quantitativer Art vorlige. Das Blut solcher ,,Halb- 
puppen“ erwies sich als abnorm in dreifacher Hinsicht: 

1. Der Gehalt an reduzierender Substanz ist hier sehr hoch 
(Tabelle VII, Nr. 17 bis 20), bis tiber 200 mg-°,, Glucose entsprechend. 

2. Der diese Substanz verbrauchende ProzeB ist in diesem Blute 
gehemmt (vgl. Nr. 19 und 20). 

3. Das Blut weist die sonst wahrend der Verpuppung so markante 
Eigenschaft, sich an der Luft zu schwiarzen, nicht auf. 

Auf Grund dieser Befunde glauben wir uns zu dem SchluB be- 
rechtigt, daB die Verpuppung durch einen OxydationsreduktionsprozeB 
gesteuert wird, wobei die reduzierende (also die zu oxydierende) 
Substanz im UberschuB gebildet wird, das oxydierende Agens aber den 
begrenzenden Faktor bildet. Die Eigenschaft des Blutes, sich an der 
Luft zu schwarzen, scheint durch die Anwesenheit des letzteren be- 
dingt zu sein, wie es schon Dewitz angenommen hatte. Durch Be- 
stimmungen des Gehalts an reduzierender Substanz (als Glucose) in 
Abhangigkeit von der Zeit unter sonst gleichen Bedingungen wird 
die Menge der Oxydase in exakterer Weise bestimmt werden kénnen, 
als es bisher durch die Messung der Schwarzung méglich war. 

Zwei Prozesse sind hier zu unterscheiden: Der eine verliuft nur 
im Gesamtblut unter Sauerstoffzutritt und gibt sich durch die Schwar- 
zung des Blutes kund. Der andere ist auch im eiweiBfreien Filtrat zu 
beobachten, er fiihrt zur Erschépfung der Reduktionskraft des- 
selben, ohne aber die Farbe der Lésung zu verindern. Ob er nur 
unter Zutritt von Sauerstoff verlauft, wurde nicht untersucht. Physio- 
logisch scheint im Blute in situ nur der letztere vorzukommen, da 
das entnommene Blut immer hell ist und sich erst an der Luft 
schwarzt. Namentlich beim Verdiinnen mit Wasser tritt diese Schwar- 
zung rapid auf. 

Was die chemische Natur der reduzierenden Substanz betrifft, 
wissen wir nichts Sicheres. Wir dachten an das Glutathion, 
welches in letzterer Zeit fiir die Restreduktion des menschlichen Blutes 
verantwortlich gemacht wurde. Es lat sich das Glutathion durch 
Silberlactat zusammen mit Harnsdure fallen’, im Schmetterlings- 
blut betragt der durch Silberlactat fallbare Stickstoff nach einer Stich- 


1 S. R. Benedict und E. B. Newton, Journ. of biol. Chem. 88, 1929. 
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probe héchstens 40 mg-°,,, entsprechend 330mg Glutathion oder 
66 mg ,,Glucose. Da in diesem Blute die Reduktion 64,5 mg-”, 
Glucose entsprach, so wire die Annahme in diesem Falle méglich. 
Weitere Untersuchungen in dieser Richtung sind im Gange. 


Anorganische Bestandteile. 


1. Phosphor. Von den anorganischen Bestandteilen wurde 
namentlich ,,anorganischer“ Phosphor éfters untersucht, und zwar 
im Zusammenhang mit der Identifizierung der Stickstoffraktionen. 
Wir dachten namlich an die Argininphosphorsaéure, die nach Meyerhof' 
als Differenz zweier Bestimmungen von P im Trichloressigsdurefiltrat 
gefunden wird. Die erste Bestimmung wird gleich nach der Ent- 
eiweiBung ausgefiihrt. Dann wird das Filtrat auf n/10 Saure verdiinnt 
und iiber Nacht bei 37° belassen, worauf die kolorimetrische Bestimmung 
ausgefiihrt wird. 

Tabelle VIII stellt die Resultate der Bestimmungen dar, die 
Tabelle Villa gibt die Differenzen wieder. 

Wir sehen, daB das freie Phosphation im Blute der reifen Raupe 
12,05 mg-% P ausmacht. Gleich nach der Verpuppung finden wir 
13,5 mg-°%,, und dieser Gehalt wachst wihrend der Histolyse, bis ein 
Héchstwert unserer Tabelle mit 60,8 mg-°,, erreicht wird. Dann ver- 
mindert sich dieser Wert, um kurz vor dem Ausschliipfen mit 10,8 mg-°,, 
sogar unter denjenigen des Raupenblutes zu fallen. 

Suchen wir nach einer Relation zwischen dem geschilderten Gang 
des Phosphatgehalts und dem Eiweibgehalt, so sehen wir, daB eine 
solche aus den Werten der Tabelle VIII zu entnehmen ist, unter der 


Tabelle VIII. 
Anorganischer Phosphor. 





Gehalt 
Nr. Datum 
mg-°/9 mg-°/9 
1 18. VIII. 12,05 
2 28. VII. 13.5 
3 22. VII. 21,8 
4 13. XII. 46,6 
5 i” ¥-. 59.6 
6 28. as 28.5 
7 17. VIl.* 55,9 
8 19: IX. 34,1 
9 4. XII. 42.5 
10 8. . o 60,8 
11 28. II. ** 10.8 


* Nr. 7: Nach der Uberwinterung. 
** Nr. 11: Am Tage des Ausschliipfens. Nr.1 Raupe, iibrige Puppen. 


1 O. Meyerhof, Arch. di Sci. Biol. 12, 536, 1928. 
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Tabelle Villa. 


Die Argininphosphorséure aus zwei nacheinander folgenden Phosphor- 
bestimmungen als Milligrammprozent P. 





Nr. I. Bestimmung Il. Bestimmung Bemerkung Differenz 
1 10,8 16,2 Nach 24 Std. 5,4 
2 59,6 64,5 — ae 49 
3 55.9 62.5 »  5Tagen 6,6 
4 42.5 47,6 a 5,1 
5,5 


Bedingung aber, daB wir Nr. 4, 5 und 7 beiseite lassen. Wenn wir aber 
das Datum dieser drei Experimente mit dem Eiweibgehalt vergleichen, 
dann ergibt sich, daB es sich im Falle von Nr. 5 und 7 bestimmt, 
im Falle Nr. 4 wahrscheinlich um zweimal iiberwinternde Pwuppen 
handelt. Es scheint demnach der Entwicklungsmodus in irgendeiner 
Weise an den ,,anorganischen“‘ Phosphor gebunden zu sein. Auch dieser 
Zusammenhang soll im laufenden Jahre einer naheren Priifung unter- 
zogen werden. 


Was den Gehalt an Argininphosphorséure betrifft, so folgt aus 
der Tabelle Villa, daB er um 5,5 mg-°, P betrigt und von dem ab- 
soluten Gehalt der Orthophosph ate nicht abhangt. 


2. Calcium. Bei der reifen Raupe wurde in zwei Bestimmungen 
41,6 und 40,9 mg-°, gefunden. Bei der Puppe vermindert sich der 
Calciumgehalt (Tabelle IX). Nahere Beziehung zu dem Eiweib- 
oder Phosphorgehalt kann aus dem sparlichen Material nicht ersehen 
werden. 





Tabelle IX. 
Calciumgehalt. Nr. 1 und 2 Raupen, Nr. 3 bis 5 Puppen. 

N Ca Bemerkungen 

= mg-°/9 ev. Nr. in der Tabelle I 

1 41,6 Nr. 3. 

2 40,9 Raupe. 

3 21,4 Nr. I5. 

+ 35,2 Nr. 18. 

5 30,3 Nr. 21. 


3. Magnesium. Magnesium ‘wurde bei einer reifen Raupe zu 
43,5 mg-°% gefunden. Bei den Puppen wurden Werte von 20,8 bis 
40,8 mg- °%, schwankend gefunden. 

4. Chlor wurde nur bei der Raupe bestimmt und zu 48,6 mg-%, Cl’ 
gefunden. Das Hisen macht bei der Raupe 5,8 mg-°,, aus, bei der frischen 
Puppe innerhalb der Fehlergrenzen ebensoviel. 
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Spezifisches Gewicht wurde durch Wagen eines gemessenen 
Quantums des Blutes und Dividieren durch das Gewicht des mit der 
gleichen Pipette abgemessenen Wassers bestimmt. In der Tabelle X 
sind die gefundenen Werte zusammengestellt, aus denen sich ein mitt- 
leres spezifisches Gewicht 1,0307 ergibt. Ein Zusammenhang mit 
dem Entwicklungsstadium lat sich aus der Tabelle nicht ableiten. 


Tabelle X. 





Nr. des Experiments 


Nr. Spezifisches Gewicht in der Tabelle I 
i 1,032 3 
2 1,040 . 
3 1,022 5 
4 1,032 6 
5 1,031 15 
6 1,0325 19 
7 1,032 21 
8 1,034 22 


1,0307 durchschnittlich 


Gefrierpunktserniedrigung wurde im Experiment 16 und 19 der 
Tabelle I, also beidemal bei den zweimal iiberwinternden Puppen 
bestimmt. Als Ergebnis erhielten wir bzw. 0,81 und 0,78°. Die molare 
Konzentration betrigt daher etwa 0,42. Die Summe der bisher be- 
stimmten Bestandteile ergibt nicht einmal die Halfte davon. 


Oberflachenspannung. Um iiber die Oberflichenspannung eine 
ungefahre Auskunft zu bekommen, wurde in den Experimenten 5, 
6 und 19 der Tabelle I die Tropfenzahl aus der Tropfpipette von Rona 
und Michaelis bestimmt. Diese 3 ccm fassende Pipette, welche mit 
Leitungswasser 92 Tropfen liefert, ergab in diesen Fallen eine Tropfenzah] 
von bzw. 96, 91 und 94 Tropfen. Es miissen also im Blute oberflachen- 
aktive Substanzen enthalten sein, da trotz EiweiBgehalt die Tropfenzahl 
nicht kleiner, eher gréBer als bei Wasser ist. 


Die Reaktion und das Puffervermégen. Die Wasserstoffionen- 
konzentration des Insektenblutes wurde von mehreren Forschern 
(Bodine!, Glaser*) in verschiedenen Stadien der Metamorphose be- 
stimmt. Es wurde kein Zusammenhang mit dem Alter oder Stadium 
festgestellt. Im Jahre 1927 haben Heller und Mozolowski einige Mes- 
sungen sowie potentiometrische Titrationen mit Hilfe der Chinhydron- 


.elektrode von Mozolowski und Parnas* ausgefiihrt. Es wurde damals 


1 J. H. Bodine, Biol. Bull. of the Marine Biol. Labor. 51, 363, 1926. 
* R. W. Glaser, Journ. of Gen. Physiol. 7, 559 bis 602, 1925. 
3 Diese Zeitschr. 169, 352, 1926. 
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Tabelle XI. 
Raupenblut Puppenblut 
Zugegeben 
ae EO } ccm 1 ccm 3 oa Wasser ; ou Wasser 
ecm H’-Ionenkonzentration als py berechnet 
0 ? 6,64 6,44 6,36 
0,1 6,39 5,84 5,94 
0,2 6,12 5,7 5,61 
0,3 - 5,87 5,64 5,3 
0,4 5,62 5,63 5,29 5,06 
0,5 5,17 5,1 4,84 
0,6 5,0 - 4,92 4.65 
0,7 4,78 5,0 4,47 
0,8 4,66 4,7 4,62 
0,9 4,58 4,56 - 4,13 
1,0 4,54 — 3,97 
1,1 4,43 4.4 3,82 
1,2 4,29 4.3 3,68 
1,3 4,14 3,54 
1,4 3,98 3,92 3,42 
1,5 3,84 - 3,31 
1,6 3,77 8,82 . 3,2 
1,7 3,63 3.6 _ 
1,8 3,5 - — 3,02 
1,9 3,39 — . 
2,0 3,14 3,41 3,33 2.86 
2,1 3,03 3,29 - 
2,2 2,91 3,15 
2,3 2,84 — 
2,4 2,78 — — 2,6 
2,5 2,71 3,0 : - 
2,6 2,59 -- 2,87 - 
2,7 2,55 2,69 - —_ 
28 — _ — 2,39 


zweimal das Blut reifer Raupen, zweimal das frischer Puppen unter- 
sucht. Die Ergebnisse zeigt Tabelle XI und Abb. 1. Es wurde auch 
festgestellt, daB das Verdiinnen mit destilliertem Wasser die H’-Ionen- 
konzentration steigert. So betrug im Experiment 3 py 6,66. Nach dem 
Verdiinnen mit gleichem Volumen destillierten Wassers stieg die H -Zahl 
auf 6,57. Es wurde sodann mit weiteren 2 Teilen Wasser, also insgesamt 
vierfach verdiinnt, worauf «in pg 6,46 gefunden wurde. Im Experiment 4 
betrug der Anfangswert 6,45, nach dem zweifachen Verdiinnen 6,41, 
nach dem vierfachen 6,36. 


Zu den Werten der Tabelle XI ist noch zu bemerken, daB im 
Experiment 4, welches die gezeichnete Kurve geliefert hatte, das 
Blut erst nach 80 Minuten nach der Entnahme untersucht wurde. 
Es zeigte nach der Entnahme (untersucht an einer anderen Portion) 
ein py 6,42, wihrend der ersten 15 Minuten stieg der py-Wert zuerst 
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schneller, dann immer langsamer auf 6,66, um dann langsam auf 6,45 
zuriickzugehen. Der letztere Wert wurde waihrend 10 Minuten un- 
verandert beobachtet. 
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Abb. 1. 
Potentiometrische Titration des Schmetterlingsblutes (Tabelle XI). Chinhydronelektrode nach 
Mozolowski und Parnas. 
Raupen: Erstes Experiment ©. Zweites Experiment 4. 
Puppen: Drittes Experiment 0. Viertes Experiment + und Kurve. 


Kritische Zusammenstellung der Ergebnisse und Vergleich mit den Daten 
anderer Autoren. 

Was die Zusammensetzung des Blutes reifer Raupen betrifft, 
so weichen unsere Ergebnisse im wesentlichen nicht von denen anderer 
Autoren ab. Tabelle XII bringt die Zusammenstellung der Werte 
fiir die Raupe und Puppe, sowie den Vergleich mit den Werten von 
Bishop und L. Brecher. 

Als wesentlich neu sind unsere Ergebnisse iiber die Véranderungen 
im Verlauf der Metamorphose zu bezeichnen. Sie betreffen EiweiB, 
reduzierende Substanzen und den ,,anorganischen“’ Phosphor. Die 
chemische Natur des Reststickstoffs wurde geklirt. Die Menge der 
reduzierenden Substanzen und ihr allmahliches Schwinden aus dem 
eiweiBfreien Blutfiltrat erwiesen sich als sehr charakteristisch nicht 
nur fiir das Entwicklungsstadium, sondern auch fiir gewisse Ent- 
wicklungsstérungen. Der Gehalt an ,,anorganischem“ Phosphor ist 
im allgemeinen desto hoher, je kleiner der Stoffwechsel, er scheint auch 
von dem Entwicklungsmodus (subitan, latent, zweijahrig) abhangig 
zu sein. 

Die Ergebnisse (s. Zusammenfassung) geben kein vollstandiges 
Bild, was auf zweierlei Ursachen zuriickzufiihren ist. 


o1* 
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Tabelle XII. Gehalt des Blutes in Milligramm pro 100 ccm. 





Deilephila 





- Biene Sphinx Pieris 
Nr. euphorbiae pinastri brassicae 
I Raupe Puppe Larve Puppe || Puppe  Puppe 
1  Gesamtstickstoff . . . . 1177,41200—400 1375 1396 - - 
2 || EiweiB-N . ..... .| 8244 840—62 1035 1056 — - 
3 Reststickstoff i eege Se 358,1 340 - -- 
4 | Aminosiuren-N .... 171,1 290 — _ 
5 || Harmsfure. ...... 20,4; 10—30 5,3 - - 
Se ees me 60—100 685 | 203 _ = 
7 BE ae 6 se, ee _- — 453 _ 
8 || Cholesterin ...... oo 25 35 -- - —- 
9 | Lipoid-Phosphor . . . . — — 83,5) 32.7) — — 
10 Argininphosphorsaure-P . — 5,5 — — — — 
11 | Phosphor (anorg.) . . . 12 13—60 31,3 66 — 
Pe Se. 8s See 6 48 41 20—35 14.55 — 31 21,8 
138 || Magnesium ...... 43 20—40 21,5) - 56 64 
14 | Natrium . ees — — 145 -- | wenig - 
15 Kalium . 5 ence a — “= 95,5 — 137,8 1461 
16: Ser tr) noe se 48,6 - 117 oa 59,5; 70,2 
[a SaPenS are nor 5,8 — _ ~ - 
18 | Spezifisches Gewicht . . 1,031 1,045 _— — 


Die Werte der ersten und zweiten Kolonne stellen eigene Ergebnisse 
dar, der dritten und vierten diejenigen von Bishop (Journ. of biol. Chem. 
66, 1925), die der Kolonnen 5 und 6 von L. Brecher (diese Zeitschr. 211, 
40, 1929.) 

Erstens fehlen unter den untersuchten Bestandteilen solche wie 
Fett, Glykogen, Natrium und Kalium. Aus diesem Grunde kénnen 
die eingangs gestellten Fragen vorlaufig noch nicht beantwortet werden. 
Zweitens ist im Laufe der Untersuchungen wahrscheinlich geworden, 
daB verschiedene Entwicklungsmodi sich auch im Chemismus des Stoff- 
wechsels unterscheiden. Es miissen also biologisch genau definierte 
Puppen zu diesen Versuchen genommen werden, was die Methodik 
der Arbeit empfindlich kompliziert. 

Die Untersuchungen werden weitergefiihrt. Als nachste Frage- 
stellungen ergeben sich: Der Gehalt an Fett, Natrium und Kalium 
und deren Veranderungen bei der Entwicklung, die naihere Charak- 
terisierung der reduzierenden Substanzen und der Zusammenhang 
des Phosphatzuwachses mit anderen P-Fraktionen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden im Blute reifer Raupen des Wolfsmilchschwarmers 
bestimmt: Gesamtstickstoff (1180 mg-°,,), EiweiBstickstoff (825 mg-°,,), 
Reststickstoff (355 mg-°,,), Aminoséurenstickstoff (170 mg-°,), Harn- 
siure (20 mg-°%), reduzierende Substanzen (127 mg-°,, Glucose ent- 
sprechend), ,,anorganischer“’ Phosphor (12 mg-°,,), Calcium (41 mg-°,,), 
Magnesium (43,5 mg-°,,), Chlor (48,6 mg-°,) und Eisen (5,8 mg-°,,). 
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2. Der Reststickstoff und Aminosiuren-N weisen im Verlauf 
der Metamorphose einen nahezu konstanten Gehalt auf. 

3. EiweiB wird bei hungernder Raupe verbraucht, so daB nach 
dreitagigem Fasten der Gehalt auf 50 bis 60°, fallt. Wiahrend der 
Puppenperiode geschieht dasselbe, wenn auch in langsamem Tempo. 
Dagegen ruht der Eiweifzerfall wahrend der Verpuppung, so daB, 
trotzdem die Nahrungsaufnahme eingestellt wird, der EiweiBgehalt 
im Blute frischer Puppen gegeniiber dem reifer Raupen nicht kleiner ist. 

4. Harnsiure ist hier ein Endprodukt des EiweiBumsatzes, und 
ihr Gehalt hangt von der Intensitat des letzteren ab. 

5. AuBer den 170 mg-°,, Amino-N sind noch etwa 120 mg-°, 
Reststickstoff in peptidgebundener Form vorhanden. 155 mg-"., sind 
durch Phosphorwolframséure, 237 mg-’,, durch Uranylacetat fallbar. 
Die Trichloressigsiure (2 Teile 20 °,iger Lésung + 1 Teil Blut + 7 Teile 
Wasser) laBt 70 mg-°,, Stickstoff mehr im Filtrat als die Wolframsiure 
nach Folin und Wu. 

6. Der Gehalt an reduzierenden Substanzen und das Abklingen 
der Reduktionskraft im eiweiBfreien Filtrat sind mit dem Entwicklungs- 
stadium aufs engste verbunden: Der kleinste Gehalt und das rascheste 
Verschwinden werden wahrend der Verpuppung gefunden, bei der auch 
die Fahigkeit des Blutes, sich an der Luft zu schwarzen, am gréBten 
ist. Bei der Puppe wird zuerst der Gehalt an reduzierenden Substanzen 
etwas héher gefunden, was auf eine Abschwichung des sie ver- 
brauchenden Prozesses zuriickzufiihren ist. Dann wird dieser Gehalt 
dennoch vermindert, obwohl der erwihnte ProzeB ganz aufhért. Die 
héchsten Werte (200 mg-°,, Glucose entsprechend) wurden bei so- 
genannten ,,Halbpuppen“, einer Entwicklungsstérung wahrend der 
Verpuppung, gefunden. Gleichzeitig wurde die Fahigkeit des Blutes, 
sich an der Luft zu schwarzen, und das allmahliche Schwinden der 
Reduktionskraft im eiweiBfreien Filtrat vermiBt. 

Es wird angenommen, daf die Verpuppung durch einén Oxydations- 
reduktionsprozeB gesteuert wird, bei welchem die zu oxydierende 
Substanz im UberschuB gebildet wird, die oxydierende dagegen den 
begrenzenden Faktor darstellt. 

7. Der Gehalt an ,,anorganischem‘’ Phosphor wachst wahrend 
des Puppenstadiums bis auf das Fiinffache, um dann vor dem Aus- 
schliipfen wieder abzunehmen. Es scheint ein Zusammenhang dieses 
Gehalts mit dem Entwicklungsmodus zu bestehen. Im Trichloressig- 
sdurefiltrat wird nach 24 Stunden nach Verdiinnung auf n/10 Saure 
und bei 37° ein Anwachsen der P-Werte um etwa 5,5 mg-°,, beobachtet, 
was als eine Spaltung der Argininphosphorsaure gedeutet wird. 





Uber den Verlauf der Brenztraubensiure-bildung 
bei der Hefen-girung'. 


Von 


Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einiger Zeit haben wir die Entstehung von Methylglyoxal? 
bei der Spaltung des Zuckers durch das Hefenferment einwandfrei 
nachgewiesen. Weiter haben wir gezeigt, dab bei maBiger VergréBerung 
der Hefenmenge an Stelle des Methylglyoxals sich Brenztraubensdure* 
in den Garansitzen ansammelt. Zur Sicherung dieses Befundes war es 
nétig, solche Versuche mit Material von absoluten Hefereinkulturen 
durchzufiihren, weil die Bildung von Brenztraubenséure durch fremde 
Erreger, namentlich durch oxydierende Organismen, fiir das Problem 
kein Interesse bietet. In besonderen Untersuchungen konnte die Frage 
geklart und dahin entschieden werden, daB bei Verwendung vollig 
reiner Kulturhefe Brenztraubenséure als Hauptprodukt der Zucker- 
spaltung gefaBt werden kann. Dabei haben wir schon darauf hingewiesen, 
daB die Brenztraubensaure bei diesem Vorgehen unter solcher Anaero- 
biose entsteht, wie sie bei der normalen alkoholischen Garung (Kohlen- 
siure-atmosphare) herrscht. 

Nun gewinnt tiberhaupt jede Aussage tiber die Entstehung von 
Brenztraubensaure bei der Hefen-garung erst dann einen Sinn, wenn man 
die der Brenztraubensaure-bildung entsprechende reduktive Phase auf- 
klart; denn die Brenztraubensaure liegt offensichtlich auf einer Oxy- 
dationsstufe. In dem ausgeglichenen System, das in den Prozessen der 
Hefen-garung gegeben ist, muB ein aquivalentes Hydrierungsprodukt vor- 
handen sein, sofern nicht durch den Sauerstoff der Luft die Erhebung 
auf die Brenztraubenséure-stufe geschieht. Das ist nach der Versuchs- 


1 Mitgeteilt in der Sitzung der Wiener biologischen Gesellschaft am 
17. Februar 1930. 

2-0, Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928 (Haber-Band); 
210, 466, 1929; C. Pi-Suner Bayo, ebendaselbst 218, 489, 1929. 

3 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst, 210, 487; 216, 493, 1929. 
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anordnung bereits ausgeschlossen, und es ist uns jetzt gelungen, die 
vollige Aufklarung der Geschehnisse herbeizufiihren. Im dquimole- 
kularen Verhdltnis zu Brenztraubensdure entsteht Glycerin. 


Wir geben im folgenden den Beleg hierfiir und werden die Bedeutung 
dieser Beziehungen in anderem Zusammenhange darlegen. Dabei wird 
auch die Verwirklichung der gleichen Umsetzung mit frischer Hefe 
und nicht phosphoryliertem Zucker beschrieben. Genau wie bei der 
Auslisung der 3. Vergiirungsform! beruht der Erfolg auf der Ver- 
schiebung der Aciditéit (2. Hdgglund) im Garmedium. 


1. Hauptversuch. 


1200 cem 3,518°,ige Magnesiumhexose-di-phosphat-lésung, 
24 g¢ Patzenhofer Trockenhefe, 
20 cem Toluol. 
2. Vergleichsversuch. 
1200 com Wasser, 
24g Trockenhefe, 
20 cem Toluol. 
Temperatur 37°, Versuchsdauer 22 Stunden. 


Nach dieser Zeit wurde auf die bereits friiher? beschriebene Weise 
ermittelt, in welchem Umfange das Hexose-di-phosphat de-phosphory- 
liert war. Die Mikro-Phosphor-bestimmungen wurden hier noch durch 
Makro-Phosphor-analysen kontrolliert. 

Von den zu Beginn in 100ccem Reaktionsgemisch enthaltenen 
0,5677 g Hexose-di-phosphat-Phosphor waren wahrend der Versuchs- 
dauer 0,3527 g = 62,13 °,, P abgespalten. Eine Anhaufung von Hexose- 
mono-phosphorsaureester, der durch partielle Hydrolyse des Substrats 
hatte entstehen kénnen, war nicht nachweisbar. Demnach sind 62,13 °,, 
der als Di-phosphat eingefiihrten Menge Zuckers = 1,0227 g pro 100 ccm 
fiir den Abbau verfiigbar. , 

Unter den obwaltenden Versuchsbedingungen ging nun etwas 
mehr als die Halfte dieser disponiblen Hexose in Brenztraubensaiure und 
Glycerin iiber; daneben fand eine normale geistige Vergarung statt, 
wie durch Bestimmung des gebildeten Alkohols ermittelt werden 
konnte. Acetaldehyd war in diesem Falle nur in Spuren gebildet, freier 
Zucker am Ende des Versuchs nicht vorhanden. 

Zur Isolie,xung der Brenztraubensdure wurden 300 ccm Versuchs- 
gemisch 1 mit 60 ccm 20°, iger Trichloressigsiure enteiweibt ; 318 cem 
des klaren Filtrats, entsprechend 265 ccm Ansatz 1, wurden mit einer 


1 O. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175, 1919; 100, 304, 1919. 
2 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 207, 232, 1929. 
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Lésung von 2,5 g 2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin in 150 ccm 2n Salz- 
siure gefallt. Nach zweistiindigem Stehen wurde zentrifugiert und mit 
Wasser zweimal auf der Zentrifuge gewaschen. Ausbeute 2,1 g Brenz- 
traubensaure-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon, das sogleich praktisch rein 
war und sich in Soda klar léste. Nach Umkristallisation der im Exsik- 
kator getrockneten Substanz aus Essigester unter Zusatz von etwas 
Tierkohle war der Schmelzpunkt 216°. Mischschmelzpunkt unverandert. 

5,096 mg Substanz gaben 7,572 mg CO, und 1,363 mg H,O. 

2,590 ,, i se 0,478 ccm N, (23°, 756mm, 50°, KOH). 

C,H,O,N,. Ber.: C 40,29%, H 3,01%, N 20,90, ; 
gef.: C = 40,54%. H = 2,99%, N = 21,17%. 

Da aus 265 cem Versuchsgemisch 2,1 g Brenztraubensiéure-di-nitro- 
phenyl-hydrazon isoliert wurden, so sind 0,2602 g Brenztraubensdure 
pro 100cem Ansatz 1 entstanden. 

Ein enteiweiBter Anteil von Vergleichsversuch 2 gab mit 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazin-chlorhydrat keine Abscheidung. 

Die Bestimmungen des Athylalkohols sowie Glycerins wurden zur 
Kontrolle in je zwei Proben von je 300 ccm Ansatz 1 (im folgenden 
als la, 1b bezeichnet) und von Ansatz 2 (2a, 2b) vorgenommen. 


Zur Abtrennung des Weingeistes wurden die Versuchsproben 
unter Zusatz von Calciumcarbonat mit Wasserdampf destilliert. Die 
Alkohollésungen wurden anreichernd destilliert, bis die Volumina 
schlieBlich nur noch 20,0 cem betrugen. In diesen Lésungen wurde der 
Gehalt an Athylalkohol nach Zeisel ermittelt. Es ergab sich, daB in 
Ansatz 2 keine analytisch festzustellende Menge! Alkohol zugegen war, in 
Ansatz 1 wurden in 300 ccm Gemisch in beiden Proben iibereinstimmend 
0,5645 g, in 100 cem also 0,1882 g C,H;OH gefunden. Diese Menge 
Athylalkohol entspricht einer normalen Vergairung von 0,3682 g Zucker 
pro 100 ccm. 

Durch Oxydation des Alkohols mit Kaliumbichromat und Schwefel- 
siure wurde Acetaldehyd erhalten, der durch die Nitroprussid-natrium- 
Piperidin-Probe sowie als p-Nitro-phenylhydrazon identifiziert wurde. 

Die nach Abdestillation des Alkohols verbleibenden Rickstande 
(s. oben) dienten zur Isolierung des Glycerins. Durch Abschleudern 
wurden feste Hefenbestandteile und Calciumcarbonat entfernt und die 
Zentrifugier-riickstande mit Wasser gewaschen. Die ersten Zentrifugate 
wurden mit den Waschwissern vereinigt und im Faust-Heimschen 
Verdunstungskasten bei 35° eingeengt. Die Riickstiénde wurden unter 
griindlichem Verreiben mit abs. Alkohol extrahiert. Nach Abdestillieren 
des Alkohols im Vakuum wurde das Residuum jeweils in wenig Wasser 


1 Die verwendete Trockenhefe war praktisch glykogenfrei. 
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aufgenommen, nochmals in vacuo zur Vertreibung von Alkoholresten 
eingedunstet, dann mit einigen Tropfen konzentrierter Kaliumearbonat- 
lésung schwach alkalisiert, mit wasserfreiem Natriumsulfat zu einem 
mehlartigen Pulver verrieben und dieses dann im Soxhletapparat mit 
getrocknetem reinen Aceton! wahrend 8 Stunden extrahiert. Die 
Acetonausziige wurden abdestilliert und die Riickstainde bis zur Kon- 
stanz bei 90 bis 95° getrocknet. 


la lieferte 0,9278 g Riickstand, 


lb " 0,9262 g es 
2a = 0,1212 ¢ * 
2b - 0,1186 ¢ - 


Im Mittel wog der Riickstand von 300 ccm verarbeiteter Fliissigkeit 
des Hauptversuchs | 0,9270g, und von 300ccm_ Fliissigkeit des 
Vergleichsversuchs 2 0,1199g. Subtrahiert man den im Vergleichs- 
versuch erhaltenen Wert von dem des Hauptversuchs, so erhalt 
man die aus Hexose-phosphat bzw. aus de-phosphoryliertem Zucker 
pro 300 cem gebildete Glycerin-menge zu 0,9270—0,1199 0,8071 g 
Glycerin. 

Zur exakten Analyse wurden die Riickstande in je 20,0 cem Wasser 
gelést und von den nach Filtration erhaltenen klaren Lésungen aliquote 
Teile zur Bestimmung des Glycerins nach Zeisel-Fanto-Stritar benutzt. 
Beide Parallelproben von Versuch 2 enthielten héchstens Spuren? 
Glycerin und in la und 1b wurden 0,8066 und 0,8062 g, in bester 
Ubereinstimmung also 0,8064 g Glycerin gefunden. 


In 100 cem Reaktionsgemisch sind somit wahrend der Versuchs- 
dauer von 22 Stunden 0,2688 g Glycerin entstanden. Das sind 99°, 
der Theorie; denn das Reduktionsaéquivalent fiir 0,2602 g Brenztrauben- 
saure (s. 8. 492) ist 0,2720 g Glycerin. 

Durch Oxydation der Lésung des Garungsglycerins mit Brom und Soda 
nach E. Fischer und J. Tafel® wurden in typischer Weise Glycerose-lésungen 


1 A. A. Shukoff und P. J. Schestakoff, Zeitschr. f. angew. Chem. 18, 
294, 1905; Dynamitfabrik Schlebusch, ebendaselbst 18, 1656, 1905. 

* Obgleich durch die Extraktion mit Aceton aus dem entsprechend be- 
handelten Riickstand der substratfreien, d.h. nur Hefe enthaltenden 
Kontrollansétze wagbare Substanzmengen ausgezogen wurden, enthielten 
dieselben nur spurenhaft Glycerin. Dieses Verhalten ist so zu deuten, daB 
die an sich nicht betrachtlichen Fett- und Lecithin-mengen der Hefe wahrend 
der Versuchsdauer nicht gespalten und da unverseifte Anteile dieser 
Lipoide durch Zentrifugieren entfernt werden. Was Alkohol und fernerhin 
Aceton dann aus dem zur Trockne gebrachten Zentrifugat extrahierten, 
sind andere Bestandteile der Hefenleibessubstanz, in denen keine bestimm- 
baren Mengen Glycerin gefunden wurden. 

3 E. Fischer und J. Tafel, B. 20, 3384, 1887. 
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erhalten, die Fehlingsche Mischung schon in der Kalte stark reduzierten 
und aus denen mit Phenylhydrazin-acetat Glycerosazon (F. 130°) nieder- 
geschlagen wurde. Die Kontrollproben (2a und 2b) lieferten hierbei keine 
Glycerose, waren also als glycerinfrei anzusprechen. 

Zur Bildung von 0,2602g Brenztrauben-siure (s. 8. 492) sind 
0,5322 g Hexose erforderlich. Da entsprechend der De-phosphorylierung 
(s. 8S. 491) 1,0227 g Hexose pro 100 ccm zur Verfiigung standen, sind 
52°, der theoretisch méglichen Menge an Brenztraubenséure gebildet 


worden. Zieht man den normal vergorenen Zucker (ber. aus dem 
Alkoholertrag 8.492) von dem insgesamt verfiigbaren ab (1,0227 
— 0,3682 — 0,6545 g), so beliuft sich die Brenztraubensiure- und 
Glycerin-ausbeute auf 5322 : 65,45 = 81,31 °,, der theoretisch méglichen. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit von K. Yabana, diese Zeitschr. 213, 456, 1929. 


Seite 457, Zeile 12 von unten soll es heiBen: 22° statt 32°. 
Seite 459, Zeile4 von oben soll es heiBen: 3,8 mg‘statt 5,0 mg. 


Seite 459 unter der Tabelle soll es heiBen: Kubikmillimeter statt 
Kubikzentimeter. 


Berichtigung 


zu der Arbeit von N. W. Lazarew, J. N. Lawrow und A. P. Matwejew, 
diese Zeitschr. 217, 454, 1930. Seite 454, Zeile 9 von unten lies: 


Grenzflachenspannung statt Grenzflachenaktivitat. 


Biochemische Zeitschrift Band 219. 32 
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